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1. Zusammenfassung 
 
Der humane Homocystein-Stoffwechsel stellt S-Adenosylmethionin (SAM) bereit. SAM 
ist Methylgruppendonor für über 130 bekannte Transmethylierungs-Reaktionen, 
beispielsweise für die Synthese von Katecholaminen und Strukturproteinen des 
zentralen Nervensystems (ZNS) sowie für die DNA-Methylierung. Das Abbauprodukt 
von SAM ist Homocystein, das als neuro- und endotheltoxisch gilt, und das zur 
Synthese von Glutathion genutzt wird. Alternativ kann Homocystein zu SAM 
regeneriert werden. Hierbei konkurriert der Homocystein-Stoffwechsel mit der 
Synthese der Nukleinsäuren um das Folsäure-Derivat 5-Methyltetrahydrofolsäure. Die 
individuelle Kinetik des Homocystein-Stoffwechsels beeinflusst also die Synthese von 
SAM, Glutathion und Nukleinsäuren und somit die Methylgruppenverfügbarkeit für den 
ZNS-Stoffwechsel, die DNA-Methylierung, die Resistenz gegenüber oxidativem Stress, 
die Zellteilung, die Proteinbiosynthese und die chromosomale Integrität. Abhängig ist 
die individuelle Kinetik des Homocystein-Stoffwechsels von der Verfügbarkeit der 
Vitamine Folat, Vitamin B12, Vitamin B6, Flavin und Betain, welche Co-Faktoren in 
diesem Stoffwechsel sind, und von dem Genotyp verschiedener Polymorphismen. Die 
in der vorliegenden Habilitationsschrift zusammengefassten Arbeiten untersuchten die 
Bedeutung individueller Profile des Homocystein-Stoffwechsels für zerebrovaskuläre, 
neuroonkologische und neurodegenerative Erkrankungen. 
In einer Studie über 159 Patienten mit zerebraler Ischämie und 159 Kontrollen wurde 
keine Assoziation zwischen dem Auftreten einer Ischämie und den Polymorphismen 
des Homocystein-Stoffwechsels gefunden. In einem weiteren Kollektiv von 714 
Individuen beobachteten wir keinen signifikanten unabhängigen Zusammenhang 
zwischen Genotypen oder Homocystein-Spiegeln und der Intima-Media-Dicke der A. 
carotis communis als Mass für Arteriosklerose oder dem Auftreten vaskulärer 
Ereignisse. Dies spricht dafür, dass die vielfach publizierte Assoziation zwischen 
erhöhten Homocystein-Spiegeln und zerebrovaskulären Ereignissen ein sekundäres 
Phänomen der Erkrankung, jedoch nicht kausal ist. Unsere Daten liefern keinen 
Hinweis dafür, dass eine umfangreiche genetische Diagnostik bei Patienten mit 
vasulärem Ereignis oder eine präventive Vitaminsubstitution zur generellen Senkung 
der Homocystein-Spiegel bei Risikopatienten gerechtfertigt wären.  
In Fall-Kontroll-Studien wurde eine signifikante Assoziation des G-Allels des 
Polymorphismus der 5-Methyltetrahydrofolat S-Methyltransferase (MTR) c.2756A>G 
(p.D919G) mit der Inzidenz von primär zerebralen non-Hodgkin-Lymphomen (31 
Patienten, 142 Kontrollen), Glioblastomen (328 Patienten, 400 Kontrollen) und 
anaplastischen Meningiomen (18 Patienten, 287 Kontrollen) beobachtet. Das seltenere 
G-Allel war bei den Patienten unterrepräsentiert. In einer anderen Studie war das G-
Allel mit dem Erreichen eines hohen Lebensalters in Gesundheit assoziiert, und andere 
Arbeitsgruppen berichteten eine Assoziation des G-Allels mit einem selteneren 
Auftreten extrakranialer Malignome. Wir vermuten, dass dieser Polymorphismus die 
DNA-Methylierung beeinflusst und hierüber einen Einfluss auf die Inzidenz von 
Tumorerkrankungen ausübt. Da die Aktivität des Enzyms MTR nicht nur durch diesen 
Polymorphismus, sondern auch durch die Verfügbarkeit von Folsäure und Vitamin B12 
beeinflusst wird, könnten sich aus diesen Beobachtungen Ansätze zur Prävention von 
Tumorerkrankungen ableiten lassen.  
An einem Kollektiv von Patienten mit Glioblastom (n=214) wurde ein signifikant 
kürzeres medianes Gesamtüberleben (in Monaten ± 1 Standardabweichung) in 
Assoziation mit der Anwesenheit des T-Allels des Polymorphismus 5,10-
Methylentetrahydrofolat-Reduktase (MTHFR) c.677C>T beobachtet (p.A222V): CC: 
10±1; CT: 10±1; TT. 7±3; LogRank-Test; LogRank=9,21; p=0,010. Dieser Effekt war 
bei jungen Patienten (<60 Jahre bei Diagnose), die insgesamt ein längeres medianes 
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Gesamtüberleben aufweisen, stärker: CC: 13±1; CT: 11±2; TT: 7±3; LogRank=9,94; 
p=0,007. Eine niedrigere MTHFR-Aktivität in Anwesenheit des prognostisch 
ungünstigen T-Alleles führt zu einer geringeren Verfügbarkeit von SAM. Da SAM per 
os substituiert werden kann und die Blut-Hirn-Schranke passiert, könnten sich aus 
diesen Beobachtungen neue Ansätze zur supportiven Therapie des Glioblastoms 
ableiten lassen.  
Methotrexat ist ein viel genutztes Chemotherapeutikum. Es hemmt die Synthese eines 
Folat-Derivats, das sowohl für die Nukleinsäure-Synthese als auch für die 
Regeneration von Homocystein zu SAM notwendig ist. Die Methotrexat-induzierte 
Depletion von SAM könnte zu der Neurotoxizität von Methotrexat beitragen. Die 
Polymorphismen des Homocystein-Stoffwechsels wurden bei 42 Patienten mit primär 
zerebralem Lymphom untersucht, die mit einer Methotrexat-basierten 
Polychemotherapie behandelt wurden. Wenn mindestens einer der Genotypen MTHFR 
c.677C>T (TT-Genotyp), MTR c.2756A>G (AG- oder GG-Genotyp) oder 
Transcobalamin 2 (Tc2) c.776C>G (GG-Genotyp) vorlag, war das Auftreten von 
konfluierenden Marklagerveränderungen unter Therapie signifikant häufiger (Chi2 = 
12,0; p=0,001).  
Bei 86 Patienten mit unterschiedlichem Phänotyp einer X-Adrenoleukodystrophie war 
eine signifikante Assoziation zwischen dem Auftreten zerebraler oder spinaler 
Demyelinisierungen und den Polymorphismen des Homocystein-Stoffwechsels zu 
beobachten, sodass die Substitution von SAM auch für Adrenoleukodystrophie eine 
therapeutische Option sein könnte: Cystathionin beta-Synthase (CBS) c.844_845ins68 
(Chi2=10,5; p=0,001), MTR c.2756A>G (Chi2=4,23; p=0,040) und Tc2 c.766C>G 
(Chi2=5,13; p=0,023).  
Die Mechanismen der Neurotoxizität von Homocystein sind nur in Ansätzen 
verstanden. Homocystein-Konzentrationen ab 50μmol/l führten bei Ratten-
Phäochromozytom-Zellen (PC12), humanen Neuroblastom-Zellen (SH-SY5Y) und 
primären Ratten-Neuronen zu einer Abnahme der Cytochrom-C-Oxidase-Aktivität und 
somit der Atmungskettenfunktion. In späterer Folge traten oxidativer Stress und 
Apoptose auf. Die Homocystein-Konzentrationen von 50μmol/l ist klinisch relevant, da 
die Homocystein-Plasma-Spiegel, die normalerweise unter 12μmol/l liegen, bei 
Patienten mit schwerer Hyperhomocysteinämie Werte von 500μmol/l erreichen 
können. Die Cytochrom-C-Oxidase ist Kupfer-abhängig. Wir zeigten, dass 
Homocystein Kupfer bindet und damit funktionell inaktiviert. Somit scheint die 
Bindung von Kupfer an Homocystein und der damit einhergehende Verlust funktionell 
aktiven Kupfers ein Mechanismus der Homocystein-induzierten Neurotoxizität zu sein.  
In einer klinisch-epidemiologischen Untersuchung von Patienten mit Alzheimer-
Demenz (162 Patienten, 169 Kontrollen) war das C-Allel von MTHFR c.1298A>C mit 
einem späteren Erkankungsalter assoziiert. Der gleiche Effekt fand sich allerdings 
auch bei Patienten mit idiopathischem Parkinson-Syndrom (n=342), 
Multisystematrophie (n=97) und X-Adrenoleukodystrophie (n=73), sodass ein 
genereller protektiver Effekt gegenüber neurodegenerativen Erkankungen vorliegen 
könnte. In Zellkulturexperimenten zeigten wir, dass das protektive C-Allel mit einer 
niedrigeren MTHFR-Aktivität assoziiiert ist, die mit einer gesteigerten Synthese von 
Glutathion aus Homocystein und einer erhöhten Resistenz gegenüber oxidativem 
Stress einhergeht. In zukünftigen Studien werden wir in der Zellultur und am 
Tiermodell untersuchen, ob die Substitution von SAM, die zu erhöhten zerebralen 
SAM-Spiegeln und zu einem verstärkten Abbau von Homocystein zu Glutathion führt, 
wirksam gegen neurodegenerative Veränderungen ist.  
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2 Einleitung 
 
2.1 Der Homocystein-Stoffwechsel: Grundlagen 
 
Weltweit leiden etwa 400 Millionen Menschen an neurologischen oder psychiatrischen 
Erkrankungen (World Health Organization; Fact Sheet N° 265; 2001). Die jährlichen 
Kosten, die in Europa durch diese Krankheiten entstehen, werden auf 386 Milliarden 
Euro geschätzt und entsprechen damit 35% der gesamten Krankheitskosten (Andlin-
Sobocki et al., 2005; Murray et al., 1996). Aufgrund der medizinischen und der 
sozioökonomischen Relevanz ist es wichtig, Einflussfaktoren für die Entstehung oder 
Vermeidung neurologischer und psychiatrischer Krankheiten zu identifizieren, um 
wirkungsvolle Strategien zur Prophylaxe und Therapie zu entwickeln.  
Der Homocystein-Stoffwechsel des Menschen wird auch als Methionin-Stoffwechsel, 
Monocarbon-Stoffwechsel oder Stoffwechsel der schwefelhaltigen Aminosäuren 
bezeichnet. Dieser Stoffwechsel ist vorwiegend hepatisch, aber auch in vielen anderen 
Organen und Geweben ganz oder teilweise exprimiert (Mudd et al., 2001). Im 
Homocystein-Stoffwechsel wird Methionin über die Methionin-S-Adenosyltransferase 
(MAT; Enzyme Commission (EC) 2.5.1.6) zu S-Adenosylmethionin (SAM) aktiviert 
(Abbildung 1).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 1: Der humane Methionin-Stoffwechsel;  
Details im Text (2.1) 
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SAM passiert die Blut-Hirn-Schranke über einen aktiven Transporter und ist als 
ubiquitärer Methylgruppendonor Co-Substrat für über 130 Transmethylierungs-
Reaktionen. SAM liefert u.a. Methylgruppen für die Synthese und für die Inaktivierung 
von Katecholaminen, für die Methylierung und damit Affinitäts-Steuerung von 
Katecholamin-Rezeptoren, für die Synthese von Strukturproteinen des ZNS sowie für 
die DNA-Methylierung (Bottiglieri et al., 1994; Finkelstein 2000; Mudd et al., 2001). 
Das durch Demethylierung von SAM entstehende Degradationsprodukt ist S-
Adenosylhomocystein (SAH), das über die SAH-Hydrolase (EC 3.3.1.1) zu 
Homocystein hydrolysiert wird. Homocystein ist eine reaktive und somit toxische 
Aminosäure. Bei Gesunden wird Homocystein etwa zur Hälfte renal ausgeschieden und 
zur Hälfte metabolisiert. Die Metabolisierung kann durch Transsulfuration oder durch 
Remethylierung erfolgen.  
Bei der Transsulfuration wird Homocystein über die Vitamin-B6-abhängige 
Cystathionin beta-Synthase (CBS, EC 4.2.1.22) zu Cystathionin und dann über die 
ebenfalls Vitamin-B6-abhängige Cystathionin gamma-Lyase (CGL, 4.4.1.1) zu Cystein 
abgebaut. Cystein ist Bestandteil von Glutathion und kann im ZNS nur auf die 
beschriebene Weise effektiv synthetisiert werden, sodass die Transsulfurierung von 
Homocystein für das Redox-System des ZNS wichtig ist (Vitvitsky et al., 2006).  
Die Remethylierung von Homocystein zu Methionin kann über die vorwiegend in der 
Leber, nicht jedoch im ZNS exprimierte Betain-Homocystein Methyltransferase (BHMT, 
EC 2.1.1.5) oder über die im ZNS exprimierte Methionin-Homocystein S-
Methyltransferase (MTR, EC 2.1.1.13) erfolgen. Diese muss von der MTR-Reduktase 
(MTRR, EC 2.1.1.135) in reduzierter und somit aktiver Form gehalten werden und 
benötigt Methylcobalamin (Vitamin B12) und 5-Methyltetrahydrofolsäure (5-MTHF) als 
Co-Faktoren. Das Methylcobalamin wird über das Transportprotein Transcobalamin 2 
(Tc2) bereitgestellt, während die 5-MTHF von der 5,10-Methylentetrahydrofolat-
Reduktase (MTHFR, EC 1.7.99.5) aus 5,10-Methylentetrahydrofolat (5,10-MTHF) 
synthetisiert wird. Dieses 5,10-MTHF wird von der Dihydrofolat-Reduktase (DHFR, EC 
1.5.1.3) aus Folsäure synthetisiert und wird in Konkurrenz zur Remethylierung von 
Homocystein auch zur Synthese der Nukleinsäuren Adenin, Guanin und Thymidin 
genutzt (Finkelstein, 2000). Bei der durch die MTR erfolgenden Methylcobalamin-
abhängigen Remethylierung von Homocystein zu Methionin wird 5-MTHF zu 5,10-
MTHF regeneriert, sodass ein ausreichendes Vorhandensein des Vitamin-B12-Derivats 
Methylcobalamin Voraussetzung für eine ausreichende Regeneration der für die 
Nukleinsäure-Synthese notwendigen Folsäure-Form ist. 
 
 
2.2. Störungen des Homocystein-Stoffwechsels 
 
Viele Störungen des Homocystein-Stoffwechsels führen zur Hyperhomocysteinämie. 
Diese ist Labor-abhängig definiert; gängig ist die Einteilung, dass Konzentrationen des 
Gesamt-Homocysteins im Nüchtern-Plasma unter 12μmol/l normal sind, 12 bis 
<25μmol/l einer milden oder moderaten, 25 bis <100μmol/l einer intermediären und 
Werte über 100μmol/l einer schweren Hyperhomocysteinämie entsprechen (Mudd et 
al., 2001). Eine schwere Hyperhomocysteinämie tritt beispielsweise bei einem 
angeborenen CBS-Mangel auf (Abbildung 1; 2.1; OMIM 236200). Betroffene Kinder 
leiden häufig an neurologischen Symptomen wie Retardierung und Epilepsie. Bei 
vielen Patienten tritt eine frühzeitige Arteriosklerose auf; etwa die Hälfte der nicht 
behandelten Patienten erleidet bis zum 30. Lebensjahr ein vaskuläres Ereignis (Mudd 
et al., 2001). Auf der Grundlage dieses Modells zur Hyperhomocysteinämie erfolgten 
zahlreiche epidemiologische Studien, die zeigten, dass auch die milde 
Hyperhomocysteinämie mit Gefässerkrankungen und Neurodegeneration assoziiert ist. 
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Die milde Hyperhomocysteinämie ist in der westlichen Bevölkerung häufig. Sie kann 
durch Niereninsuffizienz oder Mangel an den am Homocystein-Stoffwechsel beteiligten 
Vitaminen entstehen, und Polymorphismen der am Homocystein-Stoffwechsel 
beteiligten Gene bzw. Proteine können die individuelle Kinetik des Homocystein-
Stoffwechsels beeinflussen (Mudd et al., 2001). Störungen des Homocystein-
Stoffwechsels sind allerdings nicht nur durch erhöhte Konzentrationen des toxischen 
Homocysteins relevant, sondern – je nach Lokalisation und Art der Störung – auch 
durch eine verminderte Synthese von SAM oder Glutathion oder durch Interaktion mit 
dem Nukleinsäure-Stoffwechsel (Abbildung 1). Die hohe interindividuelle Variabilität 
des Homocystein-Stoffwechsels und seine Bedeutung für Methylierungsreaktionen, für 
die Abwehr gegen oxidativen Stress und die Synthese von RNA und DNA im ZNS 
machen diesen Stoffwechsel bzw. die an ihm beteiligten Co-Faktoren, Gene, Proteine 
und Metaboliten zu Kandidaten für unterschiedliche neurologische und psychiatrische 
Erkrankungen.  
 
 
2.3 Bedeutung des Homocystein-Stoffwechsels für  
zerebrovaskuläre Erkrankungen  
 
Meta-Analysen belegen eine Assoziation erhöhter Homocystein-Spiegel mit kardio- 
und zerebrovaskulären Ereignissen (Hankey und Eikelboom, 2005). Strittig ist jedoch, 
ob ein erhöhter Homocystein-Spiegel ein unabhängiger Risikofaktor, ein Indikator 
eines anderen Risikofaktors (z.B. Folsäure-Mangel) oder ein Sekundärphänomen der 
vaskulären Erkrankungen selbst ist. Die Ergebnisse der bisherigen 
Interventionsstudien über den sekundärpräventiven Nutzen einer Senkung des 
Homocystein-Spiegels durch Vitaminsubstitution werden kontrovers diskutiert (Bonaa 
et al., 2006; Diener et al., 2007; Lorenzl et al., 2008; The Heart Outcomes Prevention 
Evaluation (HOPE) 2 Investigators 2006; Toole et al., 2004). Der genetische 
Polymorphismus, der am besten belegt Einfluss auf den individuellen Homocystein-
Spiegel nimmt, ist MTHFR c.677C>T (p.A222V; rs1801133). Meta-Analysen zu Folge 
ist das T-Allel, das mit höheren Homocystein-Spiegeln assoziiert ist, mit dem 
Auftreten ischämischer Gefässereignisse inklusive zerebraler Ischämien assoziiert. Da 
diese Variante aber auch Veränderungen im Folsäure-Stoffwechsel verursacht, ist die 
beobachtete Assoziation kein Beweis für einen direkten Kausalzusammenhang der 
erhöhten Homocystein-Spiegel mit vaskulären Ereignissen (Homocysteine Studies 
Collaboration, 2002; Kelly et al., 2002). 
 
 
2.4 Bedeutung des Homocystein-Stoffwechsels für Inzidenz  
und Verlauf primärer Hirntumoren 
 
Störungen der Histon- und DNA-Methylierungsmuster können zu Veränderungen der 
Chromatinstruktur und der Genexpression führen und sind typische Kennzeichen 
neoplastischer Zellen (Baylin et al., 2001). Das Co-Substrat für die DNA-Methylierung, 
der Methylgruppendonor SAM, wird im Homocystein-Stoffwechsel synthetisiert 
(Abbildung 1). Somit könnte das individuelle Profil dieses Stoffwechsels – definiert 
durch die aufgenommene und verfügbare Menge von Folsäure und der anderen 
beteiligten Vitamine sowie durch genetische Varianten – das individuelle Risiko, an 
einem Malignom zu erkranken, beeinflussen. Verschiedene Publikationen beschrieben 
Assoziationen genetischer Varianten des Homocystein-Stoffwechsels mit kolorektalen 
Karzinomen (Ma et al., 1999; Ulvik et al., 2004), Zervixkarzinomen (Henao et al., 
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2005), Mamma-Karzinomen (Lissowska et al., 2007) sowie mit akuten 
lymphoblastischen Leukämien und systemischen non-Hodgkin-Lymphomen (Gemmati 
et al., 2004; Lincz et al., 2003; Skibola et al., 1999). Assoziationen mit Hirntumoren 
wurden bisher nicht beschrieben.  
Methotrexat ist ein Antifolat, das vor allem in der Tumortherapie und, niedrig dosiert, 
bei rheumatischen Erkrankungen eingesetzt wird. Es hemmt das Enzym DHFR und 
somit die Synthese von 5,10-MTHF, das sowohl zur Nukleinsäure-Synthese als auch 
zur Remethylierung von Homocystein zu Methionin notwendig ist (Abbildung 1). Die 
individuellen Profile im Homocystein-Stoffwechsel könnten die Auswirkungen von 
Methotrexat auf die Nukleinsäure-Synthese und auf den Homocystein-Stoffwechsel 
und somit möglicherweise die Wirkung und Nebenwirkung von Methotrexat 
beeinflussen (Kamen, 1997). 
 
 
2.5 Bedeutung des Homocystein-Stoffwechsels für  
neurodegenerative Erkrankungen 
 
Zahlreiche Publikationen lassen annehmen, dass Störungen des Homocystein-
Stoffwechsels die Inzidenz und den Verlauf neurodegenerativer Erkrankungen 
beeinflussen. Homocystein gilt als neurotoxisches Oxidanz, und Homocystein und 
seine Derivate interagieren mit GABA- und NMDA-Rezeptoren (GABA=γ-
Aminobuttersäure; NMDA=N-Methyl-D-Aspartat; Allen et al., 1986; Do et al., 1988). 
An dem großen Patientenkollektiv der Framingham Study wurde prospektiv gezeigt, 
dass ein um eine Standard-Abweichung erhöhter Plasma-Homocystein-Spiegels mit 
einem um etwa 40% gesteigerten Risiko für das Auftreten der Alzheimer-Demenz 
assoziiert ist (Seshadri et al., 2002). Erhöhte Homocystein-Spiegel sind zusätzlich mit 
Hirnatrophie im Alter, Abnahme des hippocampalen Gewebevolumens und milder 
kognitiver Einschränkung sowie mit deren Uebergang in eine Alzheimer-Demenz 
assoziiert (Garcia und Zanibbi, 2004; Prins et al., 2002; Sachdev et al., 2002). 
Folsäure und Vitamin B12 sind Co-Faktoren bei der Remethylierung von Homocystein 
zu Methionin (Abbildung 1). Ein Folsäure-Mangel führt nach kurzer Zeit zu einer 
Erhöhung des Homocystein-Spiegels (Jacob et al., 1994), ist mit einer Reduktion 
kognitiver Leistungen assoziiert (Ramos et al., 2005; Ravaglia et al., 2005; Campbell 
et al., 2005; Malaguarnera et al., 2004; Quadri et al., 2004) und korreliert quantitativ 
mit dem Ausmaß der Hirnatrophie bei Patienten mit Alzheimer-Demenz (Snowdon et 
al., 2000). Eine vermehrte Folat- und Folsäureaufnahme ist mit einem um 50% 
niedrigeren Risiko für das Auftreten der Alzheimer-Demenz innerhalb von 6 Jahren 
assoziiert (Luchsinger et al., 2007). In einer Studie an 818 älteren Probanden mit 
Hyperhomocysteinämie wies die über drei Jahre mit 0,8mg Folsäure pro Tag 
behandelte Gruppe im Vergleich zu der Placebo-behandelten Gruppe bessere 
neuropsychologische Leistungen in den Bereichen sensomotorische Geschwindigkeit, 
Informationsverarbeitungsgeschwindigkeit und komplexe Gedächtnisleistungen auf 
(Durga et al., 2007). Der TT-Genotyp des Polymorphismus MTHFR c.677C>T 
(p.A222V) beeinträchtigt den Folsäure-Stoffwechsel und ist mit erhöhten 
Homocystein-Spiegeln und möglicherweise auch mit dem Auftreten von Demenzen 
assoziert (Anello et al., 2004; Nishiyama et al., 2000). Eine Folsäure-defiziente, 
Homocystein-reiche Nahrung führte bei transgenen Mäusen, die die „schwedische“ 
Mutation APP670/671 im Amyloid-Precursor-Protein (APP) exprimieren, zu einer 
erhöhten Amyloid-Toxizität mit erhöhtem neuronalen Zelltod (Kruman et al., 2002). 
Zusammenfassend ist durch die Literatur belegt, dass erhöhte Homocystein-Spiegel 
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mit kognitiven Störungen und der Inzidenz der Alzheimer-Demenz assoziiert sind. Der 
zu Grunde liegende Mechanismus ist jedoch unbekannt.  
Die Relevanz des Homocystein-Stoffwechsels für die Inzidenz und den Verlauf weiterer 
neurodegenerativer Erkrankungen wird kontrovers diskutiert (Sachdev, 2005; Wilhelm 
et al., 2008). Patienten, die zum Beispiel wegen eines idiopathischen Parkinson-
Syndroms mit L-3,4-Dihydroxyphenylalanin (L-DOPA) behandelt werden, weisen 
erhöhte Homocystein- und erniedrigte SAM-Spiegel auf, da SAM für die Methylierung 
von L-DOPA durch die Catechol-O-Methyltransferase verbraucht und so zu 
Homocystein umgesetzt wird (Muller et al., 2001; Abbildung 1). Diese Veränderungen 
können den Krankheitsverlauf möglicherweise ungünstig beeinflussen.  
 
3. Ergebnisse 
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3 Ergebnisse 
 
3.1 Zerebrovaskuläre Erkrankungen 
 
Die Prävalenz der klassischen Homocystinurie, die durch eine autosomal rezessive 
CBS-Defizienz verursacht ist, wird für Deutschland auf etwa 1:130'000 geschätzt 
(OMIM 236200; Abbildung 1). Im Rahmen der Dissertation wurde der Befund 
erhoben, dass die die häufigste zur klassischen Homocystinurie führende Mutation, 
CBS c.833T>C (p.I278T), in der deutschen Normalbevölkerung eine Allelfrequenz von 
0,75% aufweist, woraus sich eine erwartete Homozygoten-Rate von etwa 1:17'800 
ableitet. Somit werden vermutlich die meisten Patienten mit klassischer 
Homocystinurie, die unbehandelt häufig zu vaskulären Ereignissen führt, nicht 
diagnostiziert (Linnebank et al., 2001). Aufgrund dieser Annahme wurden 46 
Patienten mit Sinusvenenthrombose und 225 Patienten mit zerebraler Ischämie 
untersucht. In jedem dieser beiden Kollektive war tatsächlich je ein Patient von 
homozygotem Allelstatus für jene Mutation, ohne dass sonstige Symptome der 
Homocystinurie aufgefallen wären (Linnebank et al., 2003). Mit den im Folgenden 
zusammengefassten zwei weiteren Arbeiten wurde die epidemiologische Bedeutung 
der häufigen Varianten, der Polymorphismen, des Homocystein-Stoffwechsels für 
zerebrovaskuläre Ereignisse untersucht.  
 
 
3.1.1 Assoziation der genetischen Varianten des Homocystein-Stoffwechsels  
mit zerebraler Ischämie: Eine Fall-Kontroll-Studie 
 
Linnebank M, Montenarh M, Kölsch H, Linnebank A, Schnez K, Schweichel D, Pohl C, Urbach H, 
Heun R, Harbrecht U, Klockgether T, Wüllner U (2005) Common genetic variants of 
homocysteine metabolism in ischemic stroke: a case-control study. Eur. J. Neurol. 12: 614-
618 
 
In dieser Untersuchung wurden 159 konsekutive kaukasische Patienten (80 weiblich, 
79 männlich) eingeschlossen, die zwischen 1999 und 2001 aufgrund einer ersten, 
Computer- oder Magnetresonanz-tomografisch gesicherten zerebralen Ischämie im 
Universitätsklinikum Bonn untersucht und behandelt wurden. Das mittlere Alter bei 
Diagnose war 58 Jahre (Standardabweichung 16 Jahre). Entsprechend dem "Trial of 
Org 10172 in Acute Stroke Treatment" (TOAST) erfolgte eine ätiologische Einteilung 
der Ischämie nach makroangiopathischer arterio-arterieller Embolie (TOAST 1), 
kardialer Embolie (TOAST 2), mikroangiopathischer Ischämie (TOAST 3) und anderen 
(TOAST 4) bzw. unerkannten Ursachen (TOAST 5; Adams et al., 1993). Als Kontrollen 
dienten DNA-Proben von nach Alter und Geschlecht gematchten Kontrollen 
kaukasischer Abstammung der Region. Die Polymorphismen MTHFR c.677C>T 
(p.A222V; rs1801133), MTHFR c.1298A>C (p.E429A; rs1801131), MTR c.2756A>G 
(D919G; rs1805087), und CBS c.844_845ins68bp (Splice-Variante; GenBank 
S78267.1) wurden nach publizierten Methoden per Allel-spezifischer PCR oder per PCR 
mit anschliessender Restriktionsfragmentlängenanalyse untersucht (Frosst et al., 
1995; Harmon et al., 1999; Linnebank et al., 2001; van der Put et al., 1998; 
Abbildung 1). Für diese und für alle weiteren in dieser Habilitationsschrift 
zusammengefassten klinischen Untersuchungen lag ein positives Votum der 
Ethikkommission der medizinischen Fakultät des Universitätsklinikums Bonn vor. Die 
Untersuchung per multinominaler logistischer Regression mit Alter und Geschlecht 
sowie allen untersuchten Polymorphismen als Co-Variablen sowie per Chi2-Test ergab 
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keine signifikante Assoziation der Polymorphismen mit Schlaganfällen aller oder 
einzelner TOASTs (Tabelle 1). In der Gruppe der Schlaganfälle unerkannter Aetiologie 
war die Rate der für das T-Allel des Polymorphismus MTHFR c.677C>T Homozygoten 
0,27 im Vergleich zu 0,12 bei den Kontrollen. Dieser Unterschied war jedoch nicht 
signifikant (p=0,06 in der logistischen Regression). Die odds ratio für die Assoziation 
des T-Allels des Polymorphismus MTHFR c.677C>T mit zerebraler Ischämie aller 
TOASTs war 1,20, der Unterschied zu 1,00 war jedoch ebenfalls nicht signifikant 
(Tabelle 1).  
 
Tabelle 1: χ2- und p-Werte der logistischen Regression für den Vergleich aller Patienten mit 
den Kontrollen. Die absolute und relative (in Klammern) Häufigkeit der Genotypen sowie die 
odds ratio (OR) und deren Konfidenzintervall (95%) für den Vergleich aller Patienten und der 
TOAST-Subgruppen sind angegeben. w=weiblich, m=männlich. Zur besseren Uebersicht 
wurden teils Punkte statt Kommata benutzt.  
 
 
 w; m MTHFR c.677 
CC;CT;TT 
MTHFR c.1298 
AA;AC;CC 
MTR c.2756 
AA;AG;GG 
CBS 844ins68 
dd;id;ii 
TOAST 1 
(n=55) 
 
13;42 24;21;10  
(0.44;0.38;0.18) 
27;23;5  
(0.49;0.42;0.09) 
41;11;3  
(0.76;0.20;0.05) 
42;12;1  
(0.76;0.22;0.02) 
TOAST 2 
(n=39) 
 
16;23 20;13;6  
(0.51;0.33;0.15) 
17;17;5  
(0.44;0.44;0.13) 
30;7;2  
(0.77;0.18;0.05) 
36;3;0  
(0.92;0.08;0) 
TOAST 3 
(n=24) 
 
6;18 10;13;1  
(0.42;0.54;0.04) 
12;9;3  
(0.50;0.38;0.13) 
11;12;1  
(0.46;0.50;0.04) 
21;3;0  
(0.88;0.13;0) 
TOAST 4 
(n=15) 
 
8;7 6;7;2  
(0.40;0.47;0.13) 
9;5;1  
(0.60;0.33;0.07) 
9;5;1  
(0.60;0.33;0.07) 
14;1;0  
(0.93;0.07;0) 
TOAST 5 
(n=26) 
 
13;13 10;9;7  
(0.36;0.35;0.27) 
15;11;0  
(0.58;0.42;0) 
14;11;1  
(0.54;0.42;0.04) 
21;5;0  
(0.81;0.19;0) 
alle 
Patienten 
(n=159) 
 
57;102 70;63;26  
(0.44;0.40;0.16) 
80;65;14  
(0.50;0.41;0.09) 
105;46;8  
(0.66;0.29;0.05) 
134;24;1  
(0.84;0.15;0.01) 
Kontrollen 
(n=159) 
 
80;79 78;62;19  
(0.49;0.39;0.12) 
73;64;22  
(0.46;0.40;0.14) 
94;60;5  
(0.59;0.38;0.03) 
135;24;0  
(0.85;0.15;0) 
logistische 
Regression 
OR=0.67  
(0.43-1.03); 
χ2=3.3; p=0.07 
OR=1.20  
(0.76-1.89); 
χ2=0.6; p=0.43 
OR=1.13  
(0.54-2.48); 
χ2=0.1; p=0.75 
OR=0.81  
(0.52-1.28); 
χ2=0.8; p=0.37 
OR=0.01 
(<0.01-*10E28); 
χ2=0.1; p=0.84 
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3.1.2 Assoziation von Homocystein-Plasma-Spiegeln und genetischen  
 Varianten des Homocystein-Stoffwechsels mit der Intima-Media- 
Dicke der A. carotis communis 
 
Linnebank M, Moskau S, Farmand S, Fliessbach K, Kölsch H, Bös M, Grothe C, Becker D, 
Harbrecht U, Pohl C, Wüllner U, Klockgether T (2006) Homocysteine and carotid intima-media 
thickness in a German population: lack of clinical relevance. Stroke 37: 2840-2842 
 
Die Intima-Media-Dicke (IMD) der A. carotis communis (ACC) ist ein valider Indikator 
bereits früher Stadien systemischer Arteriosklerose. Die ACC-IMD wird von den 
klassischen Gefäss-Risikofaktoren, aber auch von weiteren, noch unbekannten 
genetischen und nicht genetischen Faktoren beeinflusst. Somit ist die ACC-IMD ein 
idealer Parameter, um den unabhängigen Einfluss des Homocystein-Stoffwechsels auf 
systemische Arteriosklerose zu untersuchen (Moskau et al., 2005).  
In der Ultraschallabteilung der Klinik und Poliklinik für Neurologie des 
Universitätsklinikums Bonn wurden 187 von 323 konsekutiven dort untersuchten 
Patienten rekrutiert. Einschlusskriterien waren Einwilligung, kaukasische Abstammung 
und eine mindestens 30%ige ein- oder beidseitige Stenose der ACC oder der A. 
carotis interna. Diese Patienten hatten ein durchschnittliches Alter von 64 Jahren 
(Standardabweichung 9 Jahre) und waren zu 28% weiblich. Die Indikationen der 
Ultraschall-Untersuchung der hirnversorgenden Gefässe waren Schlaganfälle (n=101), 
transitorische ischämische Attacken (n=93), koronare Herzerkrankungen (n=64), 
Myokardinfarkte (n=37) und periphere arterielle Verschlusskrankheiten (n=28). 
Zusätzlich wurden die Partner der Patienten eingeschlossen, wenn diese einwilligten 
und keine Gefässerkrankungen oder -ereignisse in der Vorgeschichte hatten (n=139; 
62±9 Jahre, 81% weiblich), sowie die gemeinsamen Kinder (n=388; 36±8 Jahre, 
52% weiblich). Insgesamt wurden 714 Individuen untersucht. Die persönlichen und 
klinischen Daten inklusive der ACC-IMD, Routine-Laborparameter, Blutfette und 
Nüchtern-Plasmaspiegel des Gesamt-Homocysteins wurden bestimmt. Aus 
genomischer DNA wurden die vier in der ersten Studie beschriebenen sowie weitere 
Polymorphismen bestimmt, die einen nachgewiesenen oder möglichen Einfluss auf den 
Homocystein-Stoffwechsel haben (Abbildung 1):  
- Cystathionin beta-Synthase (CBS) c.844_855ins68bp (Splice-Variante; 
GenBank S78267.1)  
 
- Dihydrofolat-Reduktase (DHFR) c.594+59del19bp (funktionelle Domäne; 
GenBank NM_000791.3)  
 
- Glutathion S-Transferase omega-1 (GST-O1) c.428C>A (p.A140D; rs4925), 
 
- Methylentetrahydrofolat-Reduktase (MTHFR) c.677C>T (p.A222V; rs1801133) 
 
- MTHFR c.1298A>C (p.E429A; rs1801131),  
 
- Methyltetrahydrofolat-Homocystein S-Methyltransferase (MTR) c.2756A>G 
(p.D919G; rs1805087),  
 
- Reduzierte-Folsäure-Carrier 1 (RFC1) c.80G>A (p.R27H; rs1051266),  
 
- Transcobalamin 2 (Tc2) c.776C>G (p.P259R ; rs1801198)  
 
Die Prädiktion der ACC-IMD durch die vaskulären Risikofaktoren inklusive des 
Homocystein-Spiegels wurde mit der linearen logistischen Regression bestimmt, die 
Assoziation der Polymorphismen mit der ACC-IMD und mit dem Homocystein-Spiegel 
wurde mit der univariaten Varianzanalyse ANOVA getestet (hier alpha = 0,001 wegen 
multiplen Testens). 
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Die ACC-IMD aller Individuen wurde signifikant durch das Alter, die Blutspiegel von 
Kreatinin und Lipoprotein (a), den Zigarettenkonsum (pack years) sowie durch das 
Vorhandensein von männlichem Geschlecht, arterieller Hypertonie und Diabetes 
vorhergesagt, während die Homocystein-Spiegel keinen statistisch signifikanten Effekt 
hatten (Tabelle 2). Auch Subgruppenanalysen (Patienten, Partner, Kinder) zeigten 
keinen signifikanten Effekt des Homocystein-Spiegels. Der Polymorphismus MTHFR 
c.677C>T zeigte eine Assoziation mit den Homocystein-Spiegeln, die nach Korrektur 
für multiples Testen (alpha=0,001) jedoch nicht signifikant war: CC-Genotyp: 
12,90±4,01μmol/l, CT: 13,65±4,00μmol/l, TT: 15,20±5,37μmol/l (± 1 
Standardabweichung; ANOVA: F=6,37, p=0,002). Die anderen Polymorphismen 
zeigten keine solche Assoziation, und keiner der Polymorphismen war signifikant mit 
der ACC-IMD assoziiert (Tabelle 3). Auch Subgruppen-Analysen ergaben keine 
signifikanten Ergebnisse, und der Homocystein-Spiegel war zwar in der univariaten, 
unkorrigierten ANOVA, nicht jedoch in der nominalen logistischen Regression mit allen 
Gefässrisikofaktoren als Co-Variablen mit der Gruppenzugehörigkeit „Patient“ versus 
„Partner“ als binominale Zielvariable assoziiert (B=0,004; p=0,444).  
 
 
CBS c.833T>C TT (0,98) 
0,76±0,19 
CT (0,02) 
0,76±0,16 
CC (0) 
- 
F=0,000; 
p=0,997 
CBS c.844_855ins68bp del/del (0,88) 
0,76±0,19 
del/ins (0,12) 
0,78±0,22 
ins/ins (0,001) 
0,71 
F=0,416; 
p=0,660 
MTHFR c.677C>T CC (0,48) 
0,76±0,20 
CT (0,44) 
0,75±0,18 
TT (0,07) 
0,74±0,18 
F=0,352; 
p=0,703 
MTHFR c.1298A>C AA (0,48) 
0,76±0,20 
AC (0,42) 
0,76±0,19 
CC (0,10) 
0,72±0,17 
F=0,855; 
p=0,426 
MTR c.2756A>G AA (0,63) 
0,76±0,20 
AG (0,33) 
0,76±0,19 
GG (0,04) 
0,78±0,19 
F=0,202; 
p=0,817 
DHFR 
c.594+59del19bp 
del/del (0,21) 
0,73±0,17 
del/ins (0,45) 
0,79±0,20 
ins/ins (0,33) 
0,76±0,19 
F=1,444; 
p=0,237 
Tc2 c.776C>G CC (0,29) 
0,77±0,19 
CG (0,45) 
0,76±0,20 
GG (0,27) 
0,76±0,20 
F=0,144; 
p=0,866 
RFC1 c.80G>A GG (0,33) 
0.75±0.19 
AG (0,47) 
0.75±0.20 
AA (0,20) 
0.78±0.18 
F=0,580; 
p=0,560 
 
Tabelle 3: relative Häufigkeit der jeweiligen Genotypen sowie die hiermit assoziierte ACC- 
IMD in mm ± eine Standardabweichung. Die letzte Spalte enthält die Testwerte der ANOVA.  
 
 B p 
Alter 0,006 <0,001 
Kreatinin  0,120 <0,001 
pack years 0,001 0,005 
Geschlecht 0,050 <0,001 
arterielle Hypertonie 0,060 <0,001 
Diabetes 0,048 0,014 
Homocystein <0,001 0,747 
Lipoprotein (a) <0,001 0,013 
Gesamtcholesterin <0,001 0,498 
LDL-Cholesterin <0,001 0,378 
HDL-Cholesterin <0,001 0,903 
Triglyzeride <0,001 0,957 
Tabelle 2: Prädiktion der ACC-IMD in 
der linearen logistischen Regression. 
Der nicht signifikante Effekt der 
Cholesterine lässt sich evtl. dadurch 
erklären, dass nicht für die häufig 
gegebene Einnahme von Lipoprotein-
wirksamen Medikamenten korrigiert 
wurde. 
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3.2 Neuroonkologische Erkrankungen 
 
3.2.1 Assoziation des Polymorphismus Methyltetrahydrofolat-Homocystein  
S-Methyltransferase c.2756A>G (p.D919G) mit primär zerebralen Non- 
Hodgkin-Lymphomen 
 
Linnebank M, Schmidt S, Kölsch H, Linnebank A, Heun R, Schmidt-Wolf IGH, Glasmacher A, 
Fliessbach K, Klockgether T, Schlegel U, Pels H (2004) The methionine synthase polymorphism 
D919G alters susceptibility to primary central nervous system lymphoma. Brit. J. Cancer 90: 
1969-1971 
 
Primär zerebrale Lymphome sind hochmaligne Tumoren, die häufig genetische 
Instabilitäten mit chromosomaler Imbalance aufweisen (Gonzalez-Gomez et al., 2003; 
Nakamura et al., 2003; Weber et al., 2000). Da der Homocystein-Stoffwechsel 
aufgrund seiner Bedeutung für die Nukleinsäure-Synthese und für die DNA-
Methylierung Einfluss auf die genetische Stabilität hat (Abbildung 1; Mudd et al., 
2001) und die Polymorphismen des Homocystein-Stoffwechsels, insbesondere der 
Polymorphismus MTR c.2756A>G (p.D919G), mit der Inzidenz verschiedener 
extrazerebraler Tumoren assoziiert sind (s. 2.4), untersuchten wir die Assoziation 
ausgewählter Polymorphismen des Homocystein-Stoffwechsels mit der Inzidenz von 
primär zerebralen Lymphomen. Eingeschlossen wurden 31 konsekutive deutsche 
Patienten kaukasischer Abstammung, 20 hiervon waren Frauen, das 
Durchschnittsalter war 61 Jahre mit einer Standardabweichung von 10 Jahren. Als 
lokale Kontrollen wurden 142 anscheinend Gesunde der Bonner Region untersucht, 80 
hiervon waren Frauen, das Durchschnittsalter war 63 Jahre ± 14 Jahre. Die Mutationen 
bzw. Polymorphismen CBS c.833T>C (p.I278T), CBS c.844_845ins68bp, MTR 
c.2756A>G (p.D919G), MTHFR c.677C>T (p.A222V) und c.1298A>C (p.E429A) 
wurden untersucht (vgl. 3.1). Die Assoziation der Allele mit primär zerebralen 
Lymphomen wurde mit dem Chi2-Test (Spearman, df = 1) untersucht, signifikante 
Ergebnisse wurden mit der multinominalen logistischen Regression mit Alter, 
Geschlecht und allen Polymorphismen als Co-Variablen überprüft (alpha = 0,05; df = 
2). Tabelle 4 zeigt die Genotypen bei Patienten und Kontrollen sowie die Ergebnisse 
der Chi2-Analyse für die Allelfrequenz. Das G-Allel des Polymorphismus MTR 
c.2756A>G war bei den Patienten signifikant unterrepräsentiert (p=0,007 bzw. 0,035 
nach Bonferroni-Korrektur für multiples Testen). Dies bestätigte sich in der 
logistischen Regression über alle Genotypen (p=0,005). Von den Patienten waren 
16% Träger dieses Allels, von den Kontrollen 42% (odds ratio: 0.26, CI95%: 0.09-
0.74).  
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CBS c.833T>C TT CT CC T-Allele C- Allele Spearman 
Patienten (n=31) 31 (1,00) 0 0 62 (1,00) 0 
Kontrollen (n=142) 138 (0,97) 4 (0,03) 0 280 (0,99) 4 (0,01) 
χ2=0.89; 
p=0,35 
CBS 844_845ins68 del/del del/ins ins/ins del- Allele ins- Allele Spearman 
Patienten (n=31) 23 (0,74) 8 (0,26) 0 54 (0,87) 8 (0,13) 
Kontrollen (n=142) 122 (0,86) 20 (0,14) 0 264 (0,93) 20 (0,07) 
χ2=2,56; 
p=0,09 
MS c.2756A>G AA AG GG A- Allele G- Allele Spearman 
Patienten (n=31) 26 (0,84) 5 (0,16) 0 57 (0,92) 5 (0,08) 
Kontrollen (n=142) 83 (0,59) 51 (0,36) 8 (0,06) 217 (0,76) 67 (0,24) 
χ2=7,27; 
p=0,007 
MTHFR c.677C>T CC CT TT C- Allele T- Allele Spearman  
Patienten (n=31) 13 (0,42) 12 (0,39) 6 (0,19) 38 (0,61) 24 (0,39) 
Kontrollen (n=142) 66 (0,47) 52 (0,37) 24 (0,17) 184 (0,65) 100 (0,35) 
χ2=0,23; 
p=0,64 
MTHFR c.1298A>G AA AC CC A- Allele C- Allele Spearman  
Patienten (n=31) 16 (0,52) 12 (0,39) 3 (0,10) 44 (0,71) 18 (0,29) 
Kontrollen (n=142) 69 (0,49) 54 (0,38) 19 (0,13) 192 (0,68) 92 (0,32) 
χ2=0,24; 
p=0,63 
 
Tabelle 4: Häufigkeit der Genotypen bei Patienten und Kontrollen.  
 
 
3.2.2 Assoziation des Polymorphismus Methyltetrahydrofolat-Homocystein  
S-Methyltransferase c.2756A>G (p.D919G) mit anaplastischen  
Meningiomen  
 
Semmler A, Simon M, Moskau S, Linnebank M (2008) Polymorphisms of methionine 
metabolism and susceptibility to meningioma formation. J. Neurosurg. 108: 999-1004 
 
Etwa 25% aller primären Hirntumoren sind Meningiome, 20% entsprechen einem 
WHO-Grad II (atypisches Meningiom) oder III (anaplastisch/ maligne; Surawicz et al., 
1999). Kraniale Bestrahlung und Neurofibromatose Typ 2 sind die einzigen bekannten 
Risikofaktoren für die Inzidenz eines Meningioms (Perry et al., 2004; Sadetzki et al., 
2005). 
In dieser Studie wurden 290 konsekutive Patienten kaukasischer Abstammung 
untersucht, die in der Klinik für Neurochirurgie des Universitätsklinikums Bonn wegen 
eines Meningioms operiert wurden. Das Durchschnittsalter betrug 59 Jahre mit einer 
Standardabweichung von 14 Jahren, 72% der Patienten waren Frauen. 190 der 
Patienten hatten ein Meningiom WHO-Grad I, 82 ein Meningiom WHO-Grad II und 18 
ein Meningiom WHO-Grad III. Als Kontrollen wurden 287 Gesunde, gematcht nach 
Alter und Geschlecht, untersucht. Die Polymorphismen DHFR c.594+59del19 
(funktionelle Domäne), MTHFR c.677C>T (p.A222V), MTHFR c.1298A>C (p.E429A), 
MTR c.2756A>G (p.D919G), RFC1 c.80G>A (p.R27H), CBS c.844_855ins68bp (Splice-
Variante) und Tc2 c.776C>G (p.P259R) wurden analysiert (vgl. 3.1). Mit der 
nominalen Regression mit Alter, Geschlecht und allen Polymorphismen als Co-
Variablen wurden die Ergebnisse für Patienten und Kontrollen verglichen.  
Das Insertions-Allel des Polymorphismus CBS c.844_855ins68bp war bei den 
Patienten im Vergleich zu den Kontrollen signifikant überrepräsentiert (dd/id/ii: 
0,81/0,18/0,01 versus 0,88/0,12/0,00; df=2, χ2=8,97, p=0,01; Tabelle 5). Eine 
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zusätzliche explorative Analyse zeigte ausserdem eine signifikante Assoziation des 
Polymorphismus MTR c.2756A>G mit Meningiomen des WHO-Grads III (Patienten; 
AA/AG/GG: 1,0/0/0 versus Kontrollen: 0,64/0,32/0,04, df=2, χ2=14,44; p=0,001; 
Tabelle 6). Die anderen Polymorphismen zeigten keine signifikanten Assoziationen.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabelle 5. Genotypen von Patienten und Kontrollen sowie Ergebnisse der multiplen  
nominalen Regression mit Alter, Geschlecht und allen untersuchten Polymorphismen  
als Co-Variablen. Abweichungen der Fallzahl sind durch nicht gelungene  
Genotypisierungen bedingt.  
 
 
MTHFR c.677C>T CC CT TT Regression: χ2; p 
Kontrollen (n=287) 0,46 0,47 0,07 
Patienten (n=18) 0,56 0,39 0,05 
χ2=0,06; 
p=0,973 
MTHFR c.1298A>C AA AC CC Regression: χ2; p 
Kontrollen (n=287) 0,46 0,43 0,11 
Patienten (n=18) 0,39 0,56 0,05 
χ2=1,63; 
p=0,443 
MTR c.2756A>G AA AG GG Regression: χ2; p 
Kontrollen (n=287) 0,64 0,32 0,04 
Patienten (n=18) 1,00 0,00 0,00 
χ2=14,44; 
p=0,001 
CBS c.844_845ins68 dd id ii Regression: χ2; p 
Kontrollen (n=287) 0,88 0,12 0,00 
Patienten (n=18) 0,83 0,17 0,00 
χ2=2,00; 
p=0,157 
DHFR c.594+59del19 dd id ii Regression: χ2; p 
Kontrollen (n=287) 0,21 0,46 0,33 
Patienten (n=18) 0,11 0,56 0,33 
χ2=0,98; 
p=0,614 
RFC1 c.80G>A AA AG GG Regression: χ2; p 
Kontrollen (n=286) 0,34 0,48 0,18 
Patienten (n=18) 0,39 0,33 0,28 
χ2=1,21; 
p=0,546 
 
Tabelle 6. Genotypen von Patienten mit Meningiom WHO-Grad III und von Kontrollen.  
MTHFR c.677C>T CC CT TT Regression: χ2; p 
Kontrollen (n=287) 0,46 0,47 0,07 
Patienten (n=290) 0,45 0,46 0,09 
χ2=4,14; 
p=0,126 
MTHFR c.1298A>C AA AC CC Regression: χ2; p 
Kontrollen (n=287) 0,46 0,43 0,11 
Patienten (n=290) 0,40 0,49 0,11 
χ2=3,51; 
p=0,173 
MTR c.2756A>G AA AG GG Regression: χ2; p 
Kontrollen (n=287) 0,64 0,32 0,04 
Patienten (n=289) 0,68 0,28 0,04 
χ2=2,79; 
p=0,247 
CBS c.844_855ins68 dd di ii Regression: χ2; p 
Kontrollen (n=287) 0,88 0,12 0,00 
Patienten (n=288) 0,81 0,18 0,01 
χ2=8,97; 
p=0,011 
DHFR c.594+59del19 dd di ii Regression: χ2; p 
Kontrollen (n=287) 0,21 0,46 0,33 
Patienten (n=290) 0,15 0,56 0,29 
χ2=3,18; 
p=0,204 
RFC1 c.80G>A AA AG GG Regression: χ2; p 
Kontrollen (n=286) 0,34 0,48 0,18 
Patienten (n=287) 0.36 0.44 0.20 
χ2=0,129; 
p=0,937 
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3.2.3 Assoziation des Polymorphismus Methyltetrahydrofolat-Homocystein  
S-Methyltransferase c.2756A>G (p.D919G) mit Glioblastomen WHO  
Grad IV  
 
Semmler A, Simon M, Moskau S, Linnebank M (2006) The methionine synthase polymorphism 
c.2756A>G alters susceptibility to glioblastoma multiforme. Cancer Epidemiol. Biomarkers 
Prev. 15: 2314-2316 
 
Das Glioblastom hat die höchste Inzidenz der glialen Hirntumoren (jährlich ca. 3 pro 
100.000; DeAngelis, 2001). Ueber genetische Dispositionen zur Entwicklung eines 
Glioblastoms ist wenig bekannt (Wiencke et al., 2005).  
In dieser Studie untersuchten wir DNA-Proben 328 konsekutiver Patienten 
kaukasischer Abstammung mit Glioblastom (41% Frauen, Durchschnittsalter ± 1 
Standardabweichung 59 Jahre ± 13 Jahre), die in der Klinik und Poliklinik für 
Neurochirurgie des Universitätsklinikums Bonn behandelt worden waren. Als 
Kontrollen wurden 400 Bonner kaukasischer Abstammung ohne Tumorerkrankung 
oder sonstige schwere oder chronische Erkrankungen in der Vorgeschichte untersucht 
(52% Frauen, Durchschnittsalter 53 Jahre ± 16 Jahre). Diese Kontrollen waren von 
den Kontrollen der o.g. Studie zum primär zerebralen Lymphom unabhängig. Die 
Assoziation der Polymorphismen MTR c.2756A>G (p.D919G), MTHFR c.677C>T 
(p.A222V) und Tc2 c.776C>G (p.P259R; vgl. 3.1) mit der Inzidenz des Glioblastoms 
wurde mit der nominalen Regression mit Alter, Geschlecht und den drei 
Polymorphismen als Co-Variablen untersucht.  
Eine signifikante Assoziation zeigte sich für den Genotyp MTR c.2756A>G (χ2=14,82; 
p=0,001; Tabelle 7). Von den Patienten mit Glioblastom trugen 28% mindestens ein 
G-Allel, von den Kontrollen 43% (odds ratio: 0,52; 95%CI: 0,37-0,71, χ2=17,4; 
p=0,00003). Die anderen Polymorphismen zeigten keine signifikanten Assoziationen.  
 
 
MTHFR c.677C>T CC CT TT Regression: χ2; p 
Patienten (n=328) 0,42 0,46 0,12 
Kontrollen (n=400) 0,46 0,46 0,09 
χ2=3,55; 
p=0,169 
 
MTR c.2756A>G AA AG GG Regression: χ2; p 
Patienten (n=328) 0,72 0,26 0,02 
Kontrollen (n=400) 0,57 0,38 0,05 
χ2=14,82; 
p=0,001 
 
Tc2 c.776C>G CC CG GG Regression: χ2; p 
Patienten (n=328) 0,28 0,46 0,26 
Kontrollen (n=400) 0,28 0,45 0,28 
χ2=0,735; 
p=0,693 
 
Tabelle 7: Genotypen der Patienten mit Glioblastom und Kontrollen.  
 
 
3. Ergebnisse 
 14
3.2.4 Das G-Allel des Polymorphismus MTR c.2756A>G ist mit dem Erreichen 
 eines hohen Lebensalters ohne schwere Erkrankung assoziiert  
 
Linnebank M, Fliessbach K, Kolsch H, Rietschel M, Wüllner U (2005) The methionine synthase 
polymorphism c.2756A>G (D919G) is relevant for disease-free longevity. Int. J. Mol. Med. 16: 
759-761 
 
Die oben beschriebenen Studien und die dort zitierten Ergebnisse anderer 
Arbeitsgruppen lassen annehmen, dass das G-Allel des Polymorphismus MTR 
c.2756A>G (p.D919G) protektiv gegenüber der Entstehung verschiedener maligner 
Erkrankungen ist. Um zu untersuchen, ob dieses Allel epidemiologisch relevant mit 
„Gesundheit“ assoziiert ist, analysierten wir diesen Polymorphismus bei 329 gesunden 
Probanden ohne aktuelle oder frühere ernste Erkrankung (z.B. Malignome, 
Gefässerkrankung, neurologische oder psychiatrische Erkrankungen), die über das 
German National Genome Research Network “Diseases of the Nervous System” 
rekrutiert worden waren. Von den 329 Personen (Durchschnittsalter in Jahren ± 1 
Standardabweichung: 60±16; Spanne 18-96) waren 165 Frauen (62±14 Jahre) und 
164 Männer (57±17 Jahre). Zur statistischen Analyse wurden alle Individuen sowie 
Frauen und Männer getrennt in drei gleich grosse Altersgruppen aufgeteilt (Trenlinien: 
33. und 66. Perzentile). Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Chi2-Test, 
alpha=0,05. Die Frequenz der MTR-Genotypen unterschied sich zwischen den 
Altersgruppen hoch signifkant: Die Häufigkeit des AG- und des GG-Genotyps nahm im 
Vergleich zum AA-Genotyp mit steigendem Alter zu (Chi2 = 14,4; p = 0,005; 
Abbildung 2; Tabelle 8).  
 
  
 
Das relative Risiko für gesunde AA-Träger der jungen Gruppe, nicht gesund die 66. 
Perzentile bzw. die älteste Gruppe zu erreichen, betrug rechnerisch 1,52 (95%CI: 
1,12–2,10). Die geschlechtsspezifische Analyse bestätigte die Altersabhängigkeit der 
MTR c.2756A>G-Genoytpen in beiden Fällen (Frauen: Chi2 = 10,3; p = 0.03; Männer: 
Chi2 = 21,6; p < 0,001).  
 
 
 <57 Jahre  
(n=111)  
57–67 Jahre 
(n=108) 
>67 Jahre 
(n=110) 
 
Total  
(n=329) 
AA 76 (0,68) 63 (0,58) 54 (0,49) 193 (0,59) 
AG 33 (0,30) 44 (0,41) 48 (0,44) 125 (0,38) 
GG 2 (0,02) 1 (0,01) 8 (0,07) 11 (0,03) 
 
Tabelle 8: Prävalenz in absoluten Zahlen (relative Prävalenz in Klammern) der MTR 
c.2756A>G-Genotypen in den drei Altersgruppen der gesunden Normalpopulation 
Abbildung 2: Prävalenz der MTR 
c.2756A>G-Genotypen (%) in den drei 
Altersgruppen; getrennt durch die 33. (57 
Jahre) und die 66. Perzentile (67 Jahre). 
Hellgrau: jüngste, dunkelgrau: mittelalte, 
schwarz: älteste Gruppe.  
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3.2.5 Assoziation des Polymorphismus 5,10-Methylentetrahydrofolat- 
Reduktase c.677C>T (p.A222V) mit dem Gesamtüberleben von  
Patienten mit Glioblastom  
 
Linnebank M, Semmler A, Moskau S, Smulders Y, Blom H, Simon M (2008) The 
methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR) variant c.677C>T (A222V) influences overall 
survival of patients with glioblastoma multiforme. Neuro-oncology (zur Publikation 
angenommen) 
 
Die Prognose für Patienten mit Glioblastomen ist schlecht. Das mediane 
Gesamtüberleben liegt selbst in klinischen Studien selektierten Serien nur bei 12 bis 
16 Monaten. Dennoch gibt es Untergruppen von Patienten, die ein medianes 
Gesamtüberleben von etwa zwei Jahren erwarten dürfen (jung, hoher Resektionsgrad, 
hoher postoperativer Karnofsky-Index; Krex et al., 2007). Um zu entscheiden, bei 
welchen Patienten die Behandlung mit aufwändigen und belastenden Therapien 
sinnvoll erscheint, könnte die Identifizierung weiterer prognostischer Marker hilfreich 
sein.  
Die Ergebnisse der oben beschriebenen Studien zeigten eine Assoziation des 
Polymorphismus MTR c.2756A>G mit der Inzidenz von primär zerebralen Non-
Hodgkin-Lymphomen, Meningiomen des WHO-Grads III und Glioblastomen. In der 
hier zusammengefassten Studie wurde untersucht, ob die Polymorphismen des 
Homocystein-Stoffwechsels mit dem Verlauf bei Patienten mit Glioblastom assoziiert 
sind. Eingeschlossen wurden die 214 Patienten der in der vorhergehenden Arbeit 
beschriebenen 328 konsekutiven Patienten, für die ausreichend klinische Daten 
bekannt waren. 41% der Patienten waren Frauen, das mediane Alter bei Diagnose war 
62 Jahre (Spanne: 23-80 Jahre), das mittlere Alter betrug 58 Jahre ± 12 Jahre 
Standardabweichung. Bei 52% der Patienten war eine komplette Tumorresektion, bei 
43% eine subtotale oder partielle Resektion und bei 5% nur eine Biospie durchgeführt 
worden. 82% der Patienten wurden postoperativ mit einer fraktionierten 
Strahlentherapie behandelt, 11% hiervon erhielten zusätzlich eine adjuvante 
Chemotherapie. Das mediane Gesamtüberleben ± 1 Standardabweichung war 10±1 
Monate (95% CI: 9-11) mit 7% zensierten Fällen.  
Die Polymorphismen MTHFR c.677C>T, MTHFR c.1298A>C, MTR c.2756A>G und Tc2 
c.776C>G wurden untersucht (s. 3.1). LogRank-Tests wurden zur Analyse der 
Assoziation der vier Polymorphismen mit dem Gesamtüberleben benutzt. Aufgrund 
des multiplen Testens wurde alpha mit 0,0125 definiert. Der Effekt von MTHFR 
c.677C>T auf das Gesamtüberleben wurde zusätzlich in der multivariaten COX-
Analyse mit den Variablen MTHFR-Genotyp, Alter, Geschlecht, postoperativer 
Karnofsky-Index, Ausmass der Resektion und adjuvante Therapie überprüft. In 
zusätzlichen explorativen Analysen wurde diese Rechnung stratifiziert nach Art der 
adjuvanten Therapie, Alter (<60 Jahre versus ≥60 Jahre) und postoperativem 
Karnofsky-Index (<70 versus ≥70). 
In der univariaten LogRank-Analyse war der Genotyp MTHFR c.677C>T signifikant mit 
dem Gesamtüberleben assoziiert (medianes Gesamtüberleben ± 1 
Standardabweichung in Monaten; CC: 10±1; CT: 10±1; TT: 7±3; LogRank=9,21; 
p=0,010; Tabelle 9). Die multivariate COX-Regression zeigte eine signifikante 
Assoziation eines längeren Gesamtüberlebens mit jüngerem Alter (lineare Variable; 
Wald=7,10; p=0,008), höherem postoperativen Karnofsky-Index (lineare Variable; 
Wald=21,2; p<0,001) und Art der adjuvanten Therapie (keine: 2±0,35; 
Radiotherapie: 10±0,36; Radiotherapie plus Chemotherapie: 11±0,82; Wald=7,81; 
p=0,005). In dieser multivariaten Analyse waren der Einfluss des 
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Resektionsausmasses (komplett: 10±0,69; subtotal/partiell: 8±0,85; Biopsie: 
2±1,58; univariat: LogRank=10;3; p=0;006; multivariat: Wald=0,68; p=0,447) und 
des Polymorphismus MTHFR c.677C>T (Wald=1.01; p=0.316) nicht signifikant. Die 
explorativen multivariaten Subgruppenanalysen ergaben eine signifikante Assoziation 
des Polymorphismus MTHFR c.677C>T mit dem Gesamtüberleben bei Patienten, die 
bei Diagnose jünger als 60 Jahre waren (37% des Patientenkollektivs); CC: 13±1; CT: 
11±2; TT: 7±3; Wald=8,58; p=0,003) und/oder einen postoperativen Karnofsky-
Index von mindestens 70 hatten (CC: 12±2; CT: 11±1; TT: 10±4; Wald=5,89; 
p=0,015). Bei Patienten, die 60 Jahre und älter waren (Wald=0,27; p=0,601) oder 
einen Karnofsky-Index unter 70 hatten (Wald=0,01; p=0,951), zeigte sich kein 
solcher Effekt.  
 
 
MTHFR c.677C>T CC: 10±1 CT: 10±1 TT: 7±3 LogRank=9,21; p=0,010 
MTHFR c.1298A>C AA: 10±1 AC: 9±1 CC: 14±4 LogRank=0,60; p=0,742 
MTR c.2756A>G AA: 10±1 AG: 9±1 GG: 8±5 LogRank=0,07; p=0,967 
Tc2 c.776C>G CC: 8±2 CG: 10±1 GG: 9±2 LogRank=1,52; p=0,469 
 
Tabelle 9: Genotypen und Gesamtüberleben in Monaten ± 1 Standardabweichung in 
Abhängigkeit von den jeweiligen Genotypen; univariate LogRank-Analyse; df=2; alpha=0,0125  
wegen multiplen Testens; zensierte Fälle: MTHFR c.677C>T, CC: n=9; CT: n=6; TT: n=0. 
 
 
3.2.6 Assoziation der Polymorphismen des Homocystein-Stoffwechsels mit  
konfluierenden Marklagerveränderungen unter Methotrexat- 
Chemotherapie 
 
Linnebank M, Pels H, Kleczar N, Farmand S, Fliessbach K, Urbach H, Orlopp K, Klockgether T, 
Schmidt-Wolf IGH, Schlegel U (2005) MTX-induced white matter changes are associated with 
polymorphisms of methionine-metabolism. Neurology 64: 912-913 
 
Methotrexat wird in der Chemotherpaie vieler Malignome inklusive dem primär 
zerebralen Lymphom eingesetzt. Methotrexat hemmt die Dihydrofolat-Reduktase und 
somit die Synthese von 5,10-Methylentetrahydrofolat, das sowohl für die 
Nukleinsäure-Synthese und daher zum Tumorwachstum als auch für die 
Remethylierung von Homocystein zu Methionin und SAM notwendig ist (Abbildung 1). 
Methotrexat ist potenziell neurotoxisch. Typische Nebenwirkungen reichen von 
häufigen, klinisch asymptomatischen konfluierenden Marklagerveränderungen 
(Abbildung 3) bis zu letal verlaufenden chronischen Leukenzephalopathien. Da SAM 
für den zerebralen Stoffwechsel, unter anderem für die Myelinisierung, wichtig ist, 
untersuchten wir die Hypothese, dass die Polymorphismen des Homocystein-
Stoffwechsels die Neurotoxizität der Methotrexat -Therapie modifizieren können.  
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In dieser Studie untersuchten wir retrospektiv DNA-Proben von 42 konsekutiven 
Patienten mit primär zerebralem Lymphom, die zwischen 1995 und 2003 in der Klinik 
für Neurologie des Universitätsklinikums Bonn behandelt worden waren. 25 (60%) 
waren Frauen, das mediane Alter bei Diagnosestellung war 62 Jahre, das mittlere 
Alter ± 1 Standardabweichung 59±11 Jahre. Die Therapie bestand aus sechs Zyklen 
Chemotherapie mit intravenöser Applikation von Methotrexat, Ifosfamid, 
Cyclophosphamid Ara-C, Vincristin und Vindesin, oraler Applikation von 
Dexamethason und intraventrikulärer Applikation von Methotrexat, Ara-C und 
Prednisolon (Pels et al., 2003). Anhand von FLAIR- und T2-MRT-Aufnahmen vor und 
nach Therapie wurden konfluierende Marklagerveränderungen (white matter changes, 
WMC) diagnostiziert (Abbildung 3). Die Polymorphismen MTHFR c.677C>T (p.A222V), 
MTR c.2756A>G (p.D919G) und Tc2 c.776C>G (p.P259R) wurden analysiert (vgl. 
3.1). Ein kombinierter Risiko-Genotyp wurde mit Anwesenheit mindestens einer der 
Genotypen MTHFR c.677TT, MTR c.2756AG/GG oder Tc2 c.776GG definiert. Die 
Assoziation mit WMC wurde per Chi2-Test und nominaler logistischer Regression mit 
Alter, Geschlecht und Genotypen als Co-Variablen untersucht.  
17 (42%) der Patienten entwickelten WMC. Aeltere Patienten entwickelten signifikant 
häufiger WMC (Tabelle 10). Jeder der Polymorphismen bzw. dessen mutiertes Allel 
war in der Gruppe der Patienten mit WMC überrepräsentiert, diese Assoziation war 
nach Korrektur für multiples Testen jedoch nicht signifikant. Der kombinierte Risiko-
Genotyp war signifikant mit WMC assoziiert. Eer lag in 7 der 25 (28%) Patienten ohne 
und in 14 der 17 (82%) Patienten mit WMC vor (Chi2(Pearson)=12,0; p=0,001; 
OR=12,0; CI95%=2,2-75,9). Nur 3 der 21 (14%) Patienten ohne Risiko-Genotyp 
entwickelten WMC im Vergleich zu 14 von 21 (67%) mit Risiko-Genotyp.  
 
 Patienten ohne 
WMC (n=25) 
Patienten mit 
WMC (n=17) 
Chi2Pearson (p);  
df=2 
MTHFR c.677TT 3 (0,12) 6 (0,35) 3,3 (0,071) 
MTR c.2756AG/GG 4 (0,16) 5 (0,29) 1,1 (0,300) 
Tc2 c.776GG 3 (0,12) 7 (0,41) 4,7 (0,029) 
Risiko-Genotyp  7 (0,28) 14 (0,82) 12,0 (0,001) 
männlich 8 (0,32) 10 (0,59) 2,97 (0,085) 
Alter 54±12 [55] 62±6 [63] T-test, df=2; p=0,038 
 
Tabelle 10: Mit dem Auftreten konfluierender Marklagerveränderungen (white matter changes, 
WMC) assoziierte Faktoren. Absolute Zahlen; relative Zahlen in Klammern. Alter: mittleres 
Alter ± 1 Standardaweichung in Jahren, medianes Alter in eckigen Klammern.  
 
 
 
Abbildung 3:  
Methotrexat-induzierte konfluierende Marklager-
veränderungen (white matter changes, WMC) in 
der axialen FLAIR-Wichtung bei einer 64jährigen 
Patientin nach zwei Zyklen Therapie. Der Pfeil 
deutet auf einen Defekt durch die Reservoir-
Anlage für die intraventrikuläre Applikation.  
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3.3 Neurodegenerative Erkrankungen 
 
3.3.1 Das Auftreten einer Demyelinisierung bei Patienten mit  
X-chromosomaler Adrenoleukodystrophie ist mit Polymorphismen des  
Homocystein-Stoffwechsels assoziiert 
 
Linnebank M, Kemp S, Wanders RJA, Kleijer WJ, van der Sterre MLT, Gärtner J, Fliessbach K, 
Semmler A, Sokolowski P, Köhler W, Schlegel U, Schmidt S, Klockgether T, Wüllner U (2006) 
Methionine metabolism and phenotypic variability in X-linked adrenoleukodystrophy. Neurology 
66: 442-443 
 
Linnebank M, Semmler A, Kleijer WJ, van der Sterre MLT, Gärtner J, Fliessbach K, Sokolowski 
P, Köhler W, Schlegel U, Klockgether T, Wanders RJA, Schmidt S, Wüllner U, Kemp S (2006) 
The cystathionine beta-synthase variant c.844_845ins68 protects against CNS demyelination 
in X-linked adrenoleukodystrophy. Hum. Mutat. 27: 1063-1064 
 
 
Die X-chromosomale Adrenoleukodystrophie (X-ALD; OMIM 300100) ist durch eine 
ausgeprägte phänotypische Variabiltät gekennzeichnet, die nicht mit den jeweiligen 
Mutationen des ABCD1-Gens korreliert (Kemp et al., 2001). Bei dieser Krankheit ist 
der peroxisomale Stoffwechsel gestört, sodass eine Akkumulation überlangkettiger 
Fettsäuren im Blut und in vielen Organen auftritt (Moser et al., 1997). Die drei 
häufigtsen Phänotypen sind die rasch progrediente childhood cerebral X-ALD mit 
früher konfluierender Leukodystrophie (CCALD) und die langsamer progredienten 
Erwachsenen-Formen (adult-onset Adrenomyeloneuropathie; AMN) mit Axonopathie 
der Pyramidenbahnen und der somatosensiblen Bahnen und mit peripherer 
Neuropathie ohne (reine AMN) oder mit zusätzlichen fokalen Demyelinisierungen des 
ZNS (Adrenoleukomyeloneuropathy; ALMN; Moser et al., 1997). Bisher ist die Ursache 
dieser Variabilität ungeklärt, modifizierende Faktoren konnten nicht eindeutig 
identifiziert werden (Maestri et al., 1992). Da SAM, das im Homocystein-Stoffwechsel 
synthetisiert wird (Abbildung 1), für die Myelinisierung des ZNS notwendig ist (Surtees 
et al., 1991) und die Polymorphismen des Homocystein-Stoffwechsels mit dem 
Auftreten von Marklagerveränderungen unter Methotrexat-Therapie assoziiert sind (s. 
3.2.6), untersuchten wir die Assoziation der Poylmorphismen des Homocystein-
Stoffwechsels mit dem Verlauf der X-ALD, also mit dem Auftreten zentraler 
Demyelinisierung. Wir beobachteten bei drei Polymorphismen signifikante 
Assoziationen mit dem Auftreten von Demyelinisierung, also mit den Phänotypen 
ALMN oder CCALD, verglichen mit der reinen Form der AMN (Tabelle 11).  
 
 
 CCALD 
(n=22) 
ALMN  
(n=15) 
reine AMN 
(n=49) 
CCALD+ALMN  
versus „pure“ AMN 
CBS c.844_845ins68 
(del;ins/del;del) 
0 0 0,24 
Chi2=10,5; 
p=0,001 
MTR c.2756A>G  
(AG/GG) 
0,41 0,47 0,22 
Chi2=4,23; 
p=0,040 
Tc2 c.776C>G  
(GG) 
0,18 0,60 0,14 
Chi2=5,13; 
p=0,023 
 
Tabelle 11: X-ALD-Phänotypen und Häufigkeit der Risiko-Genotypen. Da die mutanten Allele 
von CBS c.844_845ins68 und MTR c.2756A>G selten sind, wurde hier der Risiko-Genotyp als 
homozygot oder heterozygot definiert, bei dem häufigeren mutanten G-Allel des 
Polymorphismus Tc2 c.776C>G wurde nur der homozygote Allelstatus als Risiko definiert.  
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3.3.2 Homocystein beeinflusst die neuronale Atmungskette 
 
Linnebank M, Lutz H, Jarre E, Vielhaber S, Nölker C, Struys E, Jakobs C, Klockgether T, Evert 
BO, Kunz W, Wüllner U (2006) Binding of copper is a mechanism of homocysteine toxicity 
leading to COX deficiency and apoptosis in primary neurons, PC12 and SHSY-5Y cells. 
Neurobiol. Dis. 66: 442-443 
 
An kultivierten Ratten-Phäochromozytom-Zellen (PC12), kultivierten humanen 
Neuroblastom-Zellen (SH-SY5Y) und primären zerebellären Körnerneuronen der Ratte 
(CGN) wurde der Effekt von Homocystein auf Neuronen untersucht. Die Zellen wurden 
für unterschiedliche Zeitspannen mit unterschiedlichen Konzentrationen von 
Homocystein inkubiert. Abbildung 4 zeigt die Vitalität von PC12-Zellen nach 24h 
Inkubation. Bereits eine Konzentration von 50μmol/l Homocystein, die im Plasma von 
Homocystinurie-Patienten um das Zehnfache übertroffen wird, führte nach 24h in 
allen untersuchten Zelltypen zu einer signifikanten Abnahme der Vitalität (Alamarblue-
Messung) durch Apoptose (TUNEL-Assay). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Während die Aktivität des gegenüber oxidativen Stress empfindlichen 
Atmungskettenkomplexes I nicht signifikant beeinträchtigt wurde, war die Aktivität 
der Cytochrom-C-Oxidase (COX) nach 24 h deutlich reduziert. Auch hier zeigte bereits 
eine Konzentration von 50μmol/l Homocystein im Medium nach 24h einen 
signifikanten Effekt. Abbildung 5 stellt exemplarisch die Konzentrations-Wirkungs-
Beziehung für PC12-Zellen dar. 
 
Abbildung 4 
Exemplarisch dargestellt: Vitalität von 
PC12-Zellen nach 24h Inkubation mit 
unterschiedlichen Konzentrationen von 
Homocystein (HCys).  
 
Homocystein-LD50 (24h Inkubation): 
PC12:   10mmol/l 
SH-SY5:  7mmol/l 
CGN:       4mmol/l 
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Die Untersuchung des Zeitverlaufs ergab, dass der Aktivitätsminderung der COX  
oxidativer Stress und eine Vitalitätsabnahme durch Apoptose folgten. Somit könnte 
die COX-Defizienz ein wesentlicher Mechanismus des Homocystein-induzierten 
Zelltods sein (Abbildung 6).  
 
 
 
.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Um mehr über den Effekt von Homocystein auf die COX zu erfahren, wurde eine 
Spektralanalyse von Teilen der COX Homocystein-inkubierter PC12-Zellen 
durchgeführt. Diese zeigte, dass die Inkubation mit Homocystein zu einer Instabilität 
der COX führt (Abbildung 7).  
Abbildung 5 
COX-Aktivität (normalisiert auf 
Vitalität) in Homocystein-inkubierten 
PC12-Zellen nach 24 h. 
 
 
Abbildung 6 
Oxidativer Stress (reaktive 
oxygen species, ROS), Vitaliät 
(Alarmablue-Messung) und 
COX-Aktivität (bezogen auf die 
vitalen Zellen) in PC12-Zellen im 
24h-Zeitverlauf unter 
Inkubation mit 10mmol/l 
Homocystein.  
3. Ergebnisse 
 21
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Da COX für Aktivität und Stabilität Kupfer als Co-Faktor benötigt und Homocystein 
dem Kupfer-bindenden Chelator D-Penicillamin strukturell ähnelt, vermuteten wir, 
dass Homocystein Kupfer bindet und so zu einem funktionellen Kupfer-Mangel mit 
Fehlfunktion der COX, Atmungsketten-Versagen und Apoptose führen kann. 
Photometrisch wurde bestätigt, dass Homocystein Kupfer bindet. Die 
Bindungskonstante pKA beträgt 1.55±0.12. Um die Bedeutung der Kupfer-Bindung für 
die Toxizität von Homocystein zu überprüfen, wurden in abschliessenden Versuchen 
alle Zellarten vor der Homocystein-Inkubation mit Kupfer in der höchsten nicht 
toxischen Dosis prä-inkubiert (je nach Zellart 5-10μmol/l). Die Prä-Inkubation (statt 
Co-Inkubation) war notwendig, da sich zeigte, dass Homocystein und Kupfer bei Co-
Inkubation bereits im Medium unmittelbar (toxische) Komplexe bildeten. Die Prä-
Inkubation mit Kupfer-haltigem Medium führte im Vergleich zu mit reinem Medium 
prä-inkubierten Zellen bei allen untersuchten Zellarten zu einer signifikanten 
Verbesserung der Vitalität in den anschließenden Inkubationsversuchen mit 
Homocystein. Die Vitalität selbst der mit Homocystein in LD50-Dosis inkubierten Zellen 
unterschied sich nicht mehr signifikant von den nicht mit Homocystein inkubierten 
Zellen. Abbildung 8 zeigt wiederum als Beispiel die Ergebnisse für die PC12-Zellen. 
Abbildung 7 
Die Extinktion des reduzierten 
Hämoproteins aa3 der 
Atmungskette als Mass der 
COX-Stabilität ist bei 
Homocystein-inkubierten PC12-
Zellen (10mmol/l, 24h) im 
Vergleich zu Kontrollen deutlich 
reduziert: COX wird durch 
Homocystein instabil.  
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3.3.3 Der Polymorphismus MTHFR c.1298A>C und das Erkrankungsalter  
von Patienten mit Alzheimer-Demenz  
 
Linnebank M, Linnebank A, Jeub M, Klockgether T, Wüllner U, Kolsch H, Heun R, Koch HG, 
Suormala T, Fowler B (2004) Lack of genetic dispositions to hyperhomocysteinemia in 
Alzheimer's disease. Am. J. Med. Genet. 131A: 101-102 
 
Da frühere Studien eine Assoziation von Hyperhomocysteinämien mit der 
Epidemiologie bzw. Pathophysiologie der Alzheimer-Demenz zeigten (Kruman et al., 
2002; Seshadri et al., 2002), untersuchten wir die Assoziation von vier 
Polymorphismen des Homocystein-Stoffwechsels mit der Inzidenz und dem 
Erkrankungsalter der Alzheimer-Demenz: MTHFR c.677C>T (p.A222V), MTHFR 
c.1298A>C (p.E429A), MTR c.2756A>G (p.D919G) und CBS c.844_845ins68bp 
(Splice-Variante; vgl. 2.1). Analysiert wurden 162 DNA-Proben von Patienten mit 
Alzheimer-Demenz (mittleres Alter ± 1 Standardabweichung: 72±9 Jahre; 110 
Frauen, 52 Männer), die in der Klinik und Poliklinik für Psychiatrie und Psychotherapie 
des Universitätsklinikums Bonn behandelt wurden. Als Kontrollen dienten 169 gesunde 
Personen (71 Jahre ± 7 Jahre, 95 Frauen, 74 Männer), die von der Klinik und Poliklinik 
für Psychiatrie und Psychotherapie rekrutiert worden waren. Alle Individuen waren 
kaukasischer Abstammung. Der Genoytp Apolipoprotein E (APOE) der Proben war 
bekannt. Das APOE4-Allel ist bereits in heterozygotem Zustand mit der Inzidenz und 
einem früheren Beginn der Alzheimer-Demenz assoziiert (Schellenberg et al., 1995). 
Die statistische Aswertung erfolgte mit der nominalen logistischen Regression mit den 
Polymorphismen sowie Alter und Geschlecht als Co-Variablen. LogRank-Tests wurden 
zur Analyse des Erkrankungsalters benutzt. Alpha wurde als 0,05 definiert.  
Die Anwesenheit des APOE-4-Allels wurde als Risikofaktor für die Alzheimer-Demenz 
bestätigt (Frequenz 0,61 bei den Patienten, 0,28 bei den Kontrollen; χ2=16,3; df=1, 
p<0,001), ebenso für einen früheren Krankheitsbeginn (LogRank=5,38; p=0,020). 
Dies sind Argumente für die Repräsentativität des untersuchten Kollektivs. Keiner der 
anderen untersuchten Polymorphismen war mit der Inzidenz der Alzheimer-Demenz 
Abbildung 8 
Vitalität und COX-Aktivität nach Prä-
Inkubation (mit Kupfer oder reinem 
Medium) und 24h Inkubation mit reinem 
Medium oder 10mmol/l Homocystein in 
PC12-Zellen.  
 
Kontr.: Kontrollen 
HCys: Inkubation mit Homocystein 
HCys + Cu2+: Inkubation mit 
Homocystein nach Prä-Inkubation mit 
Kupfer. 
 
Die Prä-Inkubation mit Kupfer führte zur 
Erhaltung der Vitalität bei Homocystein-
Inkubation und zu einer Verbesserung 
der auf die Vitalität bezogenen COX-
Aktivität. 
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assoziiert (Tabelle 11). Die Patienten mit einem homozygoten Allelstatus für das C-
Allel des Polymorphisms MTHFR c.1298A>C hatten jedoch ein späteres 
Erkrankungsalter im Vergleich zu den AA- oder AC-Trägern (72±7 Jahre versus 68±1 
Jahre; LogRank=4.75; p=0,029). Nach Korrektur für multiples Testen war diese 
Assoziation jedoch nicht signifikant. Um die biologische Plausibilität jener Assoziation 
zu überprüfen, untersuchten wir die biochemische Auswirkung dieses Polymorphismus 
auf die MTHFR-Aktivität an kultivierten humanen Fibroblasten, 10 Zelllinien mit 
Genotyp c.1298AA und 9 mit Genotyp CC. Alle Linien waren homozygot für das 
Wildtyp-Allel („C“) des zweiten MTHFR-Polymorphismus, c.677C>T. Die spezifische 
MTHFR-Aktivität der c.1298CC-Zellen zeigte keine Veränderungen der Co-Faktor- und 
Substratbindung oder der Regulation, jedoch auf 81% erniedrigt. Da bereits geringe 
Erniedrigungen der MTHFR-Aktivität zu einer Abnahme der Remethylierung von 
Homocystein zu Methionin führen (Frosst et al., 1995), ist dieser Befund vermutlich 
funktionell relevant.  
 
 
MTHFR c.677 CC CT TT Chi2; p OR [95% CI] 
Patienten (n=162) 71 (0,44) 75 (0,46) 16 (0,10) 
Kontrollen (n=169) 79 (0,47) 68 (0,40) 22 (0,13) 
3,05; 
0,22 
1,31  
[0,72-2,41] 
MTHFR c.1298 AA AC CC Chi2; p OR [95% CI] 
Patienten (n=162) 75 (0,46) 68 (0,42) 19 (0,12) 
Kontrollen (n=169) 71 (0,42) 71 (0,42) 27 (0,16) 
1,50; 
0,47 
1,48  
[0,76-2,86] 
MTR c.2756 AA AG GG Chi2; p OR [95% CI] 
Patienten (n=162) 97 (0,60) 58 (0,36) 7 (0,04) 
Kontrollen (n=169) 90 (0,53) 71 (0,42) 8 (0,05) 
1,49; 
0,47 
1,31  
[0,85-2,03] 
CBS c.833 TT CT CC Chi2; p OR [95% CI] 
Patienten (n=162) 159 (0,98) 3 (0,02) 0 
Kontrollen (n=169) 164 (0,97) 5 (0,03) 0 
0,64; 
0,72 
1,84  
[0,41-8,40] 
CBS 844_845ins68 del/del del/ins ins/ins Chi2; p OR [95% CI] 
Patienten (n=162) 141 (0,87) 19 (0,12) 2 (0,01) 2,49; 5,28  
 
Tabelle 11. Genotypen der Patienten mit Alzheimer-Demenz und der Kontrollen. Die 
konditionale Power, einen Effekt einer odds ratio von ≥2,5 zu detektieren, lag zwischen 0,80 
und 0,96.  
 
 
3.3.4 Der Polymorphismus MTHFR c.1298A>C und das Erkrankungsalter  
von Patienten mit idiopathischem Parkinson-Syndrom  
 
Wüllner U, Kölsch H, Linnebank M (2005) Methylenetetrahydrofolate reductase in Parkinson's 
disease. Ann. Neurol. 58: 972-973 
Da der Polymorphismus MTHFR c.1298A>C möglicherweise mit dem Erkrankungsalter 
der Alzheimer-Demenz assoziiert ist (3.3.4), untersuchten wir, ob solch ein 
Zusammenhang auch mit dem idiopathischen Parkinson-Syndrom (IPS) besteht. In 
einer Fall-Kontroll-Studie mit 342 Patienten mit IPS (mittleres Alter in Jahren ± 1 
Standardabweichung: 59±9; 100 der Patienten waren Frauen) und 342 Kontrollen 
(58±16 Jahre, 171 Frauen) wurden die beiden MTHFR-Polymorphismen c.677C>T 
(p.A222V) und c.1298A>C (p.E429A) untersucht. Zur statistischen Auswertung 
wurden die logistische Regression und LogRank-Tests benutzt. Die Polymorphismen 
waren nicht signifikant mit der Inzidenz des IPS assoziiert, der Polymorphismus 
3. Ergebnisse 
 24
MTHFR c.1298A>C war jedoch signifikant mit dem Erkrankungsalter assoziiert: 
Aehnlich den Ergebnissen zu dem oben beschriebenen Kollektiv von Patienten mit 
Alzheimer-Demenz war der CC-Genotyp mit einem späteren Erkrankungsalter 
assoziiert (Tabelle 12). 
 
MTHFR c.677C>T CC CT TT  
Kontrollen (n=342) 0,49 0,38 0,13 
Patienten (n=342) 0,44 0,45 0,11 
F=0,07; p=0,79  
Erkrankungsalter 59±9 58±10 58±8 LogRank=1,60; p=0,449 
 
MTHFR 
c.1298A>C 
AA AC CC  
Kontrollen (n=342) 0,46 0,40 0,14 
Patienten (n=342) 0,50 0,41 0,09 
F=1,37; p=0,24  
Erkrankungsalter 57±9 60±10 61±10 LogRank=7,23; p=0,007  
Tabelle 12. Prävalenz der Genotypen bei Patienten mit IPS und bei Kontrollen. Das 
Erkrankungsalter ist in Jahren als Mittelwert ± 1 Standardabweichung angegeben.  
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4.  Diskussion und Ausblick 
 
4.1 Zerebrovaskuläre Erkrankungen 
 
Die Hyperhomocysteinämie ist mit (zerebro)vaskulären Erkrankungen assoziiert. Es ist 
jedoch unklar, welcher Natur diese Assoziation ist, ob die Hyperhomocysteinämie ein 
unabhängiger und kausaler Einflussfaktor ist. Diese Frage ist klinisch relevant, da sich 
diagnostische und therapeutische Konsequenzen ergäben, etwa die Messung von 
Homocystein- und Vitamin-Spiegeln oder genetische Untersuchungen bei 
Risikokollektiven oder Interventionen zur Homocystein-Senkung mit Vitamintherapien. 
Diese Therapien verursachen Kosten und können für die betroffenen Patienten 
Nachteile ergeben, zum Beispiel versicherungsrechtlich und psychologisch angesichts 
einer genetischen Diagnose. Auch könnte eine Vitaminsubstitution bei normalen 
Vitaminspiegeln mit der Intention einer Senkung der Homocystein-Spiegel Risiken 
bergen, z.B. einer beschleunigten Tumorentstehung (Kim, 2006). Die beiden in 3.1.1 
und 3.1.2 beschriebenen Studien zeigten keinen unabhängigen Einfluss von 
Homocystein-Spiegeln oder Polymorphismen des Homocystein-Stoffwechsels auf das 
Auftreten ischämischer Schlaganfälle, sonstiger vaskulärer Erkrankungen oder auf die 
Intima-Media-Dicke der A. carotis communis als Parameter der systemischen 
Arteriosklerose. Diese Ergebnisse lassen annehmen, dass die vielfach publizierte 
Assoziation der Homocystein-Spiegel mit vaskulären Ereignissen ein Sekundär- bzw. 
Epiphänomen darstellt und zumindest teilweise auf eine fehlende Adjustierung bzw. 
Einbeziehung der klassischen Gefässrisikofaktoren beruhen könnte. Die bisher 
publizierten Interventionsstudien zur sekundärpräventiven Senkung der Homocystein-
Spiegel sind umstritten (Diener et al., 2007; Lorenzl et al., 2008). Bis eindeutige 
Ergebnisse geeigneter Interventionsstudien vorliegen, erscheint die geforderte 
Senkung selbst normwertiger Homocystein-Spiegel bei Risikopatienten (Herrmann et 
al., 2007) nicht ausreichend wissenschaftlich begründet.  
 
 
4.2 Neuroonkologische Erkrankungen 
 
4.2.1 Der Polymorphismus MTR c.2756A>G (p.D919G) und die Inzidenz  
maligner intrakranialer Tumoren 
 
Die in 3.2.1 bis 3.1.3 beschriebenen Studien zeigen eine Assoziation des 
Polymorphismus MTR c.2756A>G (p.D919G) mit der Inzidenz von primär zerebralen 
Lymphomen, Glioblastomen und anaplastischen Meningiomen. Das seltenere G-Allel 
war bei den Patienten unter-repräsentiert. Möglicherweise hat das G-Allel also einen 
protektiven Effekt gegenüber dem Auftreten dieser Tumoren. Eine signifikante 
Assoziation mit Menigiomen der WHO-Grade I oder II beobachteten wir hingegen 
nicht. Andere Studien beschrieben bereits, dass das G-Allel bei Kollektiven von 
Patienten mit malignen extrakranialen Tumoren unterrepräsentiert war (Gemmati et 
al., 2004; Henao et al., 2005; Lincz et al., 2003; Lissowska et al., 2007; Ma et al., 
1999; Skibola et al., 1999; Ulvik et al., 2004; s. 2.4). Somit könnte das G-Allel des 
Polymorphismus MTR c.2756A>G in einem gewissen Mass vor der Inzidenz maligner 
intra- und extrakranialer Tumoren schützen. Dies könnte erklären, warum das G-Allel 
in einer anderen unserer Studien mit dem Erreichen eines hohen Lebensalters in 
Gesundheit assoziiert war (3.2.4). Um aus diesen Beobachtungen praktischen Nutzen 
für die Prävention maligner Erkrankungen ziehen zu können, muss zunächst der 
Mechanismus dieser Assoiation identifiziert werden. In einer bisher nur als Poster und 
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Abstrakt veröffentlichten Studie beobachteten wir, dass das G-Allel mit einer 
niedrigeren globalen DNA-Methylierung genomischer DNA peripherer Leukozyten 
assoziiert war (in % methylierte CpG ± 1 Standardabweichung: AA: 41,3±14,9; AG: 
36,4±18,2; GG: 30,8±16,9). Dieser Polymorphismus erklärte 5,8% der Varianz der 
globalen DNA-Methylierung (Linnebank M, Hillemacher T, Frieling H, Moskau S, 
Muschler MAN, Semmler A, Schaub C, Kornhuber J, Klockgether T, Bleich S. On the 
determination of global DNA methylation. Abstrakt: Clin Chem Lab Med 2007 (S1). 
Poster: 7th World Congress on Hyperhomocysteinemia, Saarbrücken, 2007). 
Untersuchungen zum Einfluss auf die Methylierung spezifischer Tumorsuppressorgene 
und Onkogene sowie auf Methylierungsmuster in der DNA von Tumoren erfolgen 
aktuell. Der anscheind protektive Charakter der G-Variante gegenüber der 
Entwicklung maligner Tumoren könnte einen Selektionsvorteil bedingen, der die 
Verbreitung dieser Missense-Mutation gefördert hat. Untersuchungen zur ethnischen 
Verteilung dieser Variante und zu möglichen Founder-Effekten wurden bisher nicht 
publiziert. Die mit dem G-Allel assoziierte niedrigere DNA-Methylierung lässt 
annehmen, dass das G-Allel zu einer niedrigeren MTR-Aktivität und somit zu einer 
geringeren endogenen Methionin-Synthese als Basis für die Synthese des 
Methylgruppendonors SAM führt. Somit hätte eine niedrigere MTR-Aktivität einen 
protektiven Charakter gegenüber der Tumorigenese. Da die Einnahme von Folsäure 
und Vitamin B12 die MTR-Aktivität jedoch steigern, könnte eine hohe Aufnahme dieser 
Vitamine nachteilige Folgen bedingen. Für Folsäure wird bereits diskutiert, ob eine 
vermehrte Aufnahme eine Tumorentstehung begünstigen oder beschleunigen kann 
(Kim, 2006). Zusätzlich zu der Assoziation des des MTR-Polymorphismus mit malignen 
Hirntumoren beobachteten wir eine Assoziation des Polymorphismus c.844_845ins68 
der Vitamin-B6-abhängigen CBS mit Meningiomen unabhängig vom WHO-Grad 
(3.2.2). Untersuchungen zur Assoziation dieses Polymorphismus mit der DNA-
Methylierung oder mit der Verfügbarkeit von Glutathion als Antioxidans wurden bisher 
nicht publiziert (Abbildung 1). Die hier erhobenen Daten beinhalten neue Argumente 
für die kontroverse Diskussion über ein sinnvolles Mass bei der Vitaminaufnahme und 
sind eine Basis für weiterführende Untersuchungen zum Zusammenhang zwischen 
dem Methionin-Stoffwechsel, den hieran beteiligten Vitaminen und Polymorphismen, 
der DNA-Methylierung und der Tumorentstehung. 
 
 
4.2.2 Der Polymorphismus MTHFR c.677C>T (p.A222V) und das  
Gesamtüberleben von Patienten mit Glioblastoma multiforme 
 
In einem Kollektiv von Patienten mit Glioblastom WHO Grad IV beobachteten wir, dass 
das T-Allel des Polymorhismus MTHFR c.677C>T (p.A222V) mit einem kürzeren 
Ueberleben assoziiert war (3.1.4). Dieser Effekt wurde vor allem bei den Patienten, 
die eine etwas bessere Prognose haben, die also etwas länger überleben, deutlich. In 
der Subgruppe der Patienten mit einem Alter bei Diagnose unter 60 Jahren war das 
mediane Ueberleben der CC-Träger 6 Monate länger als das der TT-Träger.  
Das T-Allel des Polymorphismus MTHFR c.677C>T führt zu einer niedrigeren MTHFR-
Aktivität, insbesondere in homozygotem Zustand (Frosst et al., 1995). Die MTHFR-
Aktivität wirkt sich möglicherweise gewebeabhängig auf die Nukleinsäure-Synthese 
und die chromosomale Stabilität aus (Duthie et al., 1998; Frosst et al., 1995; Surtees 
et al., 1991) und ist mit einer DNA-Hypomethylierung in peripheren Leukozyten 
assoziiert (Shelnutt et al., 2004). Die Hypomethylierung des O(6)-Methylguanin DNA-
Methyltransferase (MGMT)-Promoters in Glioblastom-Zellen ist mit einem kürzeren 
Ueberleben von Temozolomid-behandelten Patienten mit Glioblastom assoziiert (Hegi 
et al., 2005), und eine Assoziation des T-Allels mit einer geringeren MGMT-Promotor-
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Methylierung ist für Zervixkarzinome bereits gezeigt worden (Kang et al., 2005). 
Dementsprechend könnte das nach unseren Daten prognostisch ungünstige T-Allel 
auch mit einer geringeren MGMT-Promotor-Methylierung in Glioblastom-Zellen 
assoziiert sein. Cadieux et al. (2006) zeigten, dass das T-Allel sowie eine geringere 
MTHFR-Aktivität durch Allelverlust mit einer globalen DNA-Hypomethylierung in 
Glioblastomzellen assoziiert sind. Somit könnte der Einfluss auf die Methylierung der 
globalen DNA oder spezifischer Promotoren in Glioblastomzellen eine Erklärung für 
den von uns beobachteten Einfluss des T-Allels von MTHFR c.677C>T sein.  
 
 
4.2.3 Assoziation der Polymorphismen des Methionin-Stoffwechsels mit der  
MTX-Neurotoxizität  
 
Die Untersuchung an einem Kollektiv von Patienten, die wegen eines primär 
zerebralen Lymphoms mit einer Methotrexat-basierten Polychemotherapie behandelt 
wurden, zeigte eine Assoziation der Polymorhismen des Methionin-Stoffwechsels mit 
dem Auftreten konfluierender Marklagerveränderungen als Zeichen der Neurotoxizität 
von Methotrexat (3.2.6). Die Anwesenheit mindestens eines von drei Risiko-
Genotypen bzw. -Polymorphismen bedingte eine odds ratio von 4,7 für das Auftreten 
der Marklagerveränderungen. Das Antifolat Methotrexat hemmt das Enzym DHFR und 
somit die Synthese von 5,10-MTHF, das sowohl zur Nukleinsäure-Synthese als auch 
zur Remethylierung von Homocystein zu Methionin notwendig ist (Abbildung 1). Die 
Polymorphismen im Methionin-Stoffwechsel könnten die Verteilung des restlichen, 
unter Methotrexat-Therapie supprimierten 5,10-MTHF zwischen Nukleinsäure-
Synthese Synthese von S-Adensoylmethionin modifizieren und somit die Wirkung und 
Nebenwirkung von Methotrexat beeinflussen. Diese Daten sind die Basis für aktuelle 
Studien, in denen wir untersuchen, wie sich unter Methotrexat-Therapie die 
Metaboliten des Methionin-Stoffwechsels in Blut und Liquor von Patienten mit primär 
zerebralen Lymphomen ändern.  
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4.3 Neurodegenerative Erkrankungen 
 
4.3.1  Assoziation der Polymorphismen des Methionin-Stoffwechsels mit dem  
Phänotyp der X-ALD 
 
Nachdem wir eine Assoziation der Polymorphismen des Methionin-Stoffwechsels mit 
dem Auftreten Methotrexat-assoziierter konfluierender Marklagerveränderungen bei 
Patienten mit primär zerebralem Lymphom beobachtet hatten (3.2.6), untersuchten 
wir Patienten mit X-chromosomaler Adrenoleukodystrophie (X-ALD). Wir beobachteten 
signifikante Assoziationen von drei Polymorphismen mit dem Auftreten von 
Demyelinisierung (ALMN oder CCALD in Gegenüberstellung zur reinen AMN): Mit 
Demyelinisierung assoziiert waren das G-Allel von Tc2 c.776C>G, das G-Allel von MTR 
c.2756A>G und das Insertions-Allel von CBS c.844_845ins68 (2.3.1). Angesichts 
unserer Ergebnisse zur Methotrexat-Toxizität und anderer publizierter Studien 
vermuten wir, dass diese drei Allele mit einer geringeren Verfügbarkeit des 
Methylgruppendonors SAM assoziiert sind (Janosikova et al., 2003; Tsai et al., 1999). 
Spekulativ könnten verschiedene Mechanismen die beobachteten Assoziationen 
erkären: 
Die Akkumulation überlangkettiger Fettsäuren könnte eine kausale Bedeutung für die 
Pathologie der X-ALD haben (Powers et al., 2005). Bei Ratten beeinflusst die 
Methionin-Aufnahme, die ein bestimender Faktor für die Verfügbarkeit von SAM ist 
(Abbildung 1), signifikant das Lipoproteinprofil und führt u.a. zu höheren 
Cholesterinspiegeln. Dies könnte teilweise durch die SAM-abhängige N-Methylierung 
der Phosphatidylethanolamine und die SAM-abhängig Stimulation des Stoffwechsels 
von Linolensäure bedingt sein (Sugiyama et al., 1998). Ob die SAM-Verfügbarkeit den 
Stoffwechsel der überlangkettigen Fettsäuren beeinflusst, ist nicht bekannt. 
Im Gegensatz zu einem spezifischen Effekt auf die überlangkettigen Fettsäuren könnte 
SAM einen generellen Effekt auf Neurodegeneration haben, der unspezifisch für die X-
ALD ist. SAM wirkt anti-inflammatorisch und ist für den ZNS-Stoffwechsel und für die 
Synthese von Glutathion wichtig. Es fördert die axonale Regeneration nach 
experimentell induzierter Schädigung (Cestaro, 1994). Ein Mangel an SAM kann zu 
einer Demyelinisierung des ZNS führen (Surtees et al., 1991). Da bei der X-ALD 
Demyelinisierungen, Entzündungen und oxidativer Stress auftreten (Powers et al., 
2005), könnte die individuelle Verfügbarkeit von SAM die entsprechenden 
Regenerationsvorgänge beeinflussen und zu einem unterschiedlichen X-ALD-Phänotyp 
beitragen.  
 
 
4.3.2 Homocystein beeinflusst die neuronale Atmungskette 
 
Die Inkubation mit Homocystein führte bei neuronalen Zelllinien von Ratte und 
Mensch sowie bei primären Neuronen der Ratte konzentrationsabhängig zur 
Minderung der Aktivität der Cytochrom-C-Oxidase und somit zur 
Atmungskettendefizienz (3.3.2). In zeitlicher Folge traten oxidativer Stress und 
Apoptose auf. Bereits niedrige Konzentrationen von Homocystein hatten signifikante 
Effekte. Die Substitution von Kupfer, das von Homocystein gebunden wird, war in 
allen untersuchten Zellarten protektiv. Somit ist die Bindung von Kupfer an 
Homocystein bzw. die dadurch verursachte Störung der intraneuronalen Kupfer-
Homöostase ein möglicher Mechanismus der Homocystein-induzierten Neurotoxizität. 
Die Beeinträchtigung weiterer Kupfer-abhängiger Enzyme wie der Superoxid-
Dismutase könnte zu den beobachteten Effekten beitragen.  
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Neuropathologisch ist die Alzheimer-Demenz durch extrazelluläre Plaques, 
neurofibrilläre Bündel (tangles) aus hyperphosphoryliertem Tau, vaskuläre Amyloid-
Ablagerung und Neurodegeneration charakterisiert. Die extrazellulären Plaques 
bestehen vor allem aus beta-Amyloid (Aβ), einem Peptid, das durch zwei 
proteolytische Spaltungen des amyloid precursor proteins (APP) entsteht (Glenner und 
Wong, 1984; Wirths et al., 2004). APP ist ein ubiquitäres, Kupfer-bindendes 
Glykoprotein (Selkoe und Schenk, 2003). Prädilektionsstellen der Neuropathologie 
sind hippokampales und neokortikales Gewebe. In einem frühen Stadium der 
Pathologie entsteht intrazelluläres Aβ (Wirths et al., 2004), dessen Konzentration mit 
dem Auftreten apoptotischen Zelltods assoziiert ist (Chui et al., 2001). APP ist ein 
transmembranöses Protein, das Kupfer bindet. Eine vermutete Funktion von APP ist 
die Aufrechterhaltung der intrazellulären Kupfer-Homöostase durch Kupfer-Export. Die 
APP-Überexpression führte in Tiermodellen zu einem reduzierten Kupfer-Gehalt des 
Hirns, während die Ausschaltung von APP erhöhte Kupfer-Konzentrationen im Gehirn 
von Versuchstieren bedingte (Maynard et al., 2002; White et al., 1999). Bei Patienten 
mit Alzheimer-Demenz scheint die neuronale Kupfer-Homöostase gestört. In post-
mortem-Gewebe von Patienten liegen hohe Kupfer-Konzentrationen in den 
extrazellulären Kupfer-bindenden Aβ-Aggregaten vor (Huang et al., 1999; Zou et al., 
2002; Squitti et al., 2002). Die Kupfer-Substitution führte im Tiermodell zu einer 
Stabilisierung der im Alzheimer-Modell defizienten Kupfer-abhängigen Superoxid-
Dismutase, zusätzlich zu einer geringeren Bildung von Aβ aus APP und somit zu einer 
Verminderung der Aβ-Plaques (Bayer et al., 2003; Borchardt et al., 1999). Eine 
Erhöhung des intrazellulären Kupfer-Gehalts in transgenen APP-Mäusen durch 
Mutation eines Kupfertransporters führt zu einer signifikanten Reduktion vom 
Amyloid-Plaques (Phinney et al., 2003). Eine Hypothese zur Wirkung von Kupfer auf 
die Bildung von Amyloid-Plaques besagt, dass an Kupfer gebundenes APP durch die α-
Sekretase gespalten und aus der Zelle geschleust wird (nicht amyloidogener Pfad), 
wohingegen nicht an Kupfer gebundenes APP durch die β- und anschließend die γ-
Sekretase gespalten wird (amyloidogener Pfad; Bayer et al., 2003). 
Zusammenfassend scheint ein intraneuronaler Kupfer-Mangel die Amyloid-Plaque-
Bildung zu begünstigen, die wiederum durch Bindung von Kupfer an Amyloid den 
Kupfer-Mangel verstärken kann. Diese Beobachtungen sind Basis neuer 
therapeutischer Strategien: Die Substitution von Clioquinol, das die neuronale Kupfer-
Aufnahme verstärkt (Treiber et al., 2004), milderte den kognitiven Abbau sowie die 
Aβ-Plasma-Spiegel bei Patienten mit Alzheimer-Demenz in einer klinischen Phase-II-
Studie (Ritchie et al., 2003). Eine aktuelle klinische Studie untersucht den 
therapeutischen Nutzen der Kupfer-Substitution bei Patienten mit Alzheimer-Demenz 
(Dr. T. Bayer, Universitätsklinikum Homburg/ Saar und Prof. Dr. G. Multhaup, 
Universität Heidelberg; http://idw-online.de/pages/de/news80746). 
Die Hyperhomocysteinämie und die Alzheimer-Demenz weisen Parallelen auf. So 
wurde die im Hippocampus von Patienten verminderte Aktivität der Cytochrom C 
Oxidase in ähnlicher Form bei hyperhomocysteinämischen Ratten nachgewiesen 
(Cottrell et al., 2002; Streck et al., 2003), und sowohl bei Patienten mit Alzheimer-
Demenz als auch bei Personen mit Hyperhomocysteinämie wurden erhöhte Serum-
Kupfer-Spiegel vorgefunden (Bush et al., 2003; Thomson et al., 2000).  
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4.3.3 Assoziation des Polymorphismus MTHFR c.1298A>C mit dem  
Erkankungsalter der Alzheimer-Demenz und idiopatischem Parkinson-
Syndrom 
 
Die in 3.3.3 und 3.3.4 geschilderten epidemiologischen Untersuchungen zeigten eine 
Assoziation des C-Allels des Polymorphismus MTHFR c.1298A>C (p.E429A) mit einem 
späteren Erkrankungsalter der Alzheimer-Demenz und des idiopathischen Parkinson-
Syndroms. Der Effekt bei den Patienten mit Alzheimer-Demenz auf das 
Erkrankungsalter war ähnlich gross (LogRank=4.75; p=0,029) wie der des APOE4-
Allels (LogRank=5,38; p=0,020). In der Zwischenzeit haben wir weitere 
epidemiologische Studien durchgeführt und beobachteten auch einen Einfluss jenes 
Polymorphismus auf das Erkrankungsalter bei Patienten mit Multisystematrophie (97 
Patienten aus Bonn und aus England, Erkrankungsalter: 57.9±10.9y, 54% weiblich, 
kaukasischer Abstammung; T-Test AA/AC versus CC: Erkrankungsalter: 56±11y vs 
64±9y; T=3.1; p=0.002; bisher nur als Abstrakt publiziert: Aktuelle Neurologie, 
2007: S85) und bei Patienten mit X-Adrenoleukodystrophie (73 Patienten 
unterschiedlichen Phänotyps, AA versus AC/CC: 324±13 Monate versus 360±37 
Monate; LogRank = 6.64; p=0.010; unpubliziert), während die Verteilung in der 
Normalbevölkerung keine Altersabhängigkeit zeigte (unpubliziert). Somit scheint 
dieser Polymorphismus keinen spezifischen Effekt auf die Pathologie der Alzheimer-
Demenz oder des idiopathischen Parkinson-Syndroms auszuüben, sondern könnte 
generell neurodegenerative Prozesse beeinflussen. Wie in 3.3.3 geschildert, 
beobachteten wir an kultivierten humanen Fibroblasten, dass dieser Polymorphimus 
biochemisch funktionell relevant ist: Fibroblasten mit homozygotem Allelstatus für das 
C-Allel hatten eine auf etwa 80% erniedrigte MTHFR-Aktivität. Dies war unabhängig 
von der Verfügbarkeit der Co-Faktoren. Hierdurch unterscheidet sich dieser 
Polymorphismus von dem zweiten MTHFR-Polymorphismus, c.677C>T, der sich nur in 
Verbindung mit niedrigen Folatspiegeln funktionell auswirkt (Frosst et al., 1995). Eine 
niedrige MTHFR-Aktivität kann zu niedrigeren SAM-Spiegeln führen (Abbildung 1; 
Surtees et al., 1991). Es ist unwahrscheinlich, dass dies ein gegenüber 
Neurodegeneration protektiver Mechanismus ist (Mudd et al., 2001; Surtees et al., 
1991). Alternativ könnte die niedrige MTHFR-Aktivität dazu führen, dass mehr 
Homocystein zu Cystein und somit Glutathion umgesetzt wird. Dies könnte sich 
günstig gegenüber neurodegenerativen Prozessen auswirken (Abbildung 1). Um diese 
Annahme zu testen, untersuchten wir kultivierte humane Fibroblasten und 
beobachteten, dass die MTHFR c.1298CC-Zellen im Vergleich zu MTHFR c.1298AA-
Zellen deutlich mehr Glutathion zur Abwehr gegen Wasserstoffperoxid-induzierten 
oxidativen Stress oxidierten (MTHFR c.1298AA: 0,30±0,18 des Gesamtglutathions 
oxidiert; MTHFR c.1298CC: 0,62±0,17; T=25.7; p<0.001; unpubliziert) und eine 
bessere Vitalität nach oxidativem Stress zeigten (MTHFR c.1298AA: 35%±30% im 
Vergleich zu ungestressten Zellen; MTHFR c.1298CC: 73%±41%; T=7,86; p<0,001; 
unpubliziert). Wir interpretieren diese Daten zusammenfassend so, dass eine durch 
das C-Alell von MTHFR c.1298A>C reduzierte MTHFR-Aktivität zu einem vermehrten 
Umsatz von Homocystein zu Glutathion führt. Hierdurch besteht eine bessere 
Resistenz gegenüber oxidativem Stress. Dies könnte ein langsameres Fortschreiten 
neurodegnerativer Krankheiten bedingen. Dass der zweite bekannte funktionell 
relevante MTHFR-Polymorphismus, MTHFR c.677C>T, keinen Effekt auf das 
Erkankungsalter zeigte, kann möglicherweise durch Unterschiede in 
gewebeabhängigen Auswirkungen und in der Abhängigkeit der funktionellen Relevanz 
von der Verfügbarkeit des Co-Faktors Folat erklärt werden (s.o.; Frosst et al., 1995). 
Frühere Studien zeigten eine Assoziation erhöhter Homocystein-Plasma-Spiegel mit 
der Alzheimer-Demenz (Seshadri et al., 2002). Angesichts unserer Daten wäre es 
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interessant, zu untersuchen, ob diese erhöhten Homocystein-Spiegel bei den 
Patienten durch einen verminderten Abbau von Homocystein zu Glutathion bedingt 
sind. Dieser Abbau hängt von den genetischen Varianten, aber auch von der 
Verfügbarkeit des Co-Faktors der Enzyme CBS und CGL, Vitamin B6 (Abbildung 1), 
sowie von dem Aktivator der CBS, SAM, ab. In aktuellen Studien untersuchen wir 
diese Fragestellungen an Blut und Liquor von Patienten mit Alzheimer-Demenz. Sollte 
sich ein solcher Zusammenhang bestätigen, wäre dies ein Argument für eine 
Manipulation des Methionin-Homocystein-Stoffwechsels bei Patienten mit 
neurodegenerativen Erkrankungen, zum Beispiel durch Substitution von Vitamin B6 
und S-Adenosylmethionin.  
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- 5-MTHF: 5-Methyltetrahydrofolsäure 
- 5,10-MTHF: 5,10-Methylentetrahydrofolat 
- A=Adenin 
- A.: Arteria 
- ALMN: Adrenoleukomyeloneuropathy 
- AMD: Arteria carotis communis  
- AMN: Adrenomyeloneuropathie 
- ANOVA: univariaten Varianzanalyse  
- APP: Amyloid-Precursor-Protein  
- BHMT: Betain-Homocystein Methyltransferase 
- C= Cytosin 
- CBS: Cystathionin beta-Synthase 
- CCALD: rasch progrediente childhood onset zerebrale X- chromosomale 
Adrenoleukodystrophie  
- APOE: Apolipoprotein E  
- CGL: Cystathionin gamma-Lyase 
- CGN: primäre zerebelläre Körnerneurone der Ratte 
- COX: Cytochrom-C-Oxidase  
- DHFR: Dihydrofolatreduktase 
- DNA: Desoxyribonukleinsäure 
- EC: Enzyme Commission 
- FLAIR: Fluid Attenuated Inversion Recovery  
- G=Guanin 
- GST-O1: Glutathion S-Transferase omega-1 
- GABA = γ-Aminobuttersäure 
- IMD: Intima-Media-Dicke 
- IPS: idiopathisches Parkinson-Syndrom  
- LD50: Dosis, bei der 50% der behandelten Zellen im angegebenen Zeitraum 
absterben 
- L-DOPA: L-3,4-Dihydroxyphenylalanin 
- MAT: Methionin-S-Adenosyltransferase 
- MGMT: O(6)-Methylguanin DNA-Methyltransferase  
- MTHFR: 5,10-Methylentetrahydrofolat-Reduktase 
- MTR: 5-Methyltetrahydrofolat S-Methyltransferase („Methionin-Synthase“) 
- MTRR: 5-Methyltetrahydrofolat S-Methyltransferase-Reduktase 
- NMDA = N-Methyl-D-Aspartat 
- OMIM: Online Mendelian Inheritance in Man 
[http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez] 
- PCNSL: primär zerebrales Lymphom 
- PCR: Polymerase-Kettenreaktion 
- PC12: Ratten-Phäochromozytom-Zelllinie 
- RFC1: Reduzierte-Folsäure-Carrier 1 
- RNA: Ribonuleinsäure 
- ROS: reaktive oxygen species = reaktive Sauerstoffspezies 
- SAH: S-Adenosylhomocystein 
- SAM: S-Adenosylmethionin 
- SH-SY5Y: Neuroblastom-Zelllinie 
- T=Thymidin 
- Tc2: Transcobalamin 2  
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- TOAST: Trial of Org 10172 in Acute Stroke Treatment  
- WHO: World Health Organization 
- WMC: white matter changes = konfluierende Marklagerveränderungen 
- X-ALD: X-chromosomale Adrenoleukodystrophie 
- ZNS: zentrales Nervensystem 
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